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tber die Bindung der Purinbasen im unbefruchteten Seeigelei. 
Von 


Gerhard Schmidt. 





(Aus dem Senckenbergischen Pathologischen Institut der Universitét Frankfurt a. M., 
der Zoolog. Station in Neapel und dem Physiolog.-chem. Institut der Kgl. Univ. Neapel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1933.) 


Die Frage, ob die massenhafte Neubildung von Kernsubstanz 
bei der Kifurchung mit einer chemischen Synthese von Nuclein- 
siure bzw. Nucleinsiurebausteinen einhergeht, ist schon mehrfach 
bearbeitet worden. Fiir die Purinbasen hat Masing’) in einer 
grundlegenden Untersuchung am Seeigelei gezeigt, daB im Ver- 
lauf der Furchung bis zum Gastrulastadium ihre Menge nicht 
zunimmt. Zu einem Ahnlichen Ergebnis kam spiter J. Needham 
und D. M. Needham?) fiir den Nucleinphosphor. Nur der dritte 
Baustein der Nucleinsiuren, das ,,Kohlehydrat“, soll nach neuen 
Untersuchungen von Brachet’) tiefgreifende chemische Umwand- 
lungen erfahren; dieser Autor kam zu dem Ergebnis, da8 im 
unbefruchteten Ei ausschlieBlich Pentosenucleinsiuren vorkom- 
men, und da® aus diesen die fiir die Kernsubstanz charakte- 
ristischen Desoxy pentosenucleinsiuren wihrend der Entwicklung 
entstehen. 

Im allgemeinen scheinen die zahlreichen Untersuchungen 
iiber den Gehalt verschieden weit entwickelter Kier an den niedrig 
molekularen Zellsubstanzen zu dem Ergebnis zu fiihren, dab trotz 
der auBerordentlichen Unterschiede im cytologischen Bau die 
Menge der niedrigmolekularen Zellbausteine sich nicht wesentlich 
wihrend der Entwicklung indert, wenn man die Bindungsart un- 
beriicksichtigt 14Bt. Dies gilt nur bis zum Gastrulastadium; mit 
der weiteren Differenzierung der Gewebe zeigen sich sehr er- 
hebliche Verschiebungen im gegenseitigen Verhiltnis der niedrig- 
molekularen Zellbausteine; fiir das allgemeine biologische Problem 
der Kernentwicklung kénnen jedoch nur die ersten Entwicklungs- 





1) Diese Z. 67, 161 (1911). *) J. exp. Biol. 7, 317 (1931). 
8) Arch. de Biol. 44, H. 3 (1933). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXIIT, 
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phasen AufschluB geben, in denen sich noch nicht die uniber- 
sichtlichen Hinfliisse der Organentwicklung geltend machen. 

Viel weniger bearbeitet ist die Aufgabe, chemische Verande. 
rungen der hochmolekularen Zellbausteine, also Verainderungen 
in der Bindungsart der niedrigen Bausteine, wahrend der Friih- 
entwicklung zu verfolgen. In der vorliegenden Arbeit wird mit 
dem Versuch begonnen, das Verhalten der Purinverbindungen 
wahrend der Frithentwicklung des Seeigeleies zu studieren. Sie 
beschiftigt sich mit den Purinverbindungen des unbefruchteten, 
reifen Seeigeleies. 


Versuchsteil. 


1. Quantitative Extrahierbarkeit der purinhaltigen Verbindungen. 
Technik. Die Versuche wurden meist an Arbacia-, einige auch an Sphire- 
chinuseiern durchgefiihrt. Die giinstigste Zeit liegt fiir Arbacia von April 
bis Juli einschlieBlich, fiir Sphirechinus etwas spiiter beginnend bis gegen 
die 2. Augusthilfte. Fir die Untersuchung bieten die Arbaciaeier neben dem 
Reichtum der reifen Exemplare an Eiern den Vorteil der groBen Hiufig- 
keit, so daB vom Neapeler Aquarium dank der Organisation der Material- 
beschaffung tiiglich zahlreiche frische Exemplare zur Verfiigung gestellt 
werden kénnen. Der Nachteil fiir die chemische Analyse besteht in der 
starken Pigmentierung der Arbaciaeier, so daB alle Fraktionen mehr oder 
weniger stark gefirbt sind. 

Von Sphirechinus sind tiglich selten mehr als 8—10 Exemplare zu 
bekommen, und die reifen Weibchen enthalten trotz ihrer viel bedeutenderen 
GréBe weniger Eier als eine Arbacia. Bei der Verarbeitung erhilt man 
jedoch mit Leichtigkeit farblose Extrakte. 

Zur Gewinnung der Eier lést man die Ovarien — von der Geschlechts- 
éffnung beginnend — ab und schwemmt sie in 500 ccm Meerwasser auf. 
Man koliert durch feine Planktonnetzseide und wischt 3 mal durch Dekan- 
tieren mit filtriertem Meerwasser. 

A. EinfluB des Salzgehaltes auf die Extrahierbarkeit der 
Nucleoproteide. Die Extrahierbarkeit der Nucleoproteide wie tiberhaupt 
stickstoffhaltiger Kérper aus Seeigeleiern wird durch die Gegenwart von 
Salzen stark gehemmt. 

Beispiel: a) 10 cem einer Eisuspension werden auf das 2,5 fache mit 
destilliertem Wasser verdiinnt und dann mit 2'/, fach verdiinntem Meer- 
wasser auf 100 ccm gebracht. 

b) 10 cem derselben Eisuspension werden auf 100 ccm mit destilliertem 
Wasser verdiinnt. 

Beide Ansiitze werden 20 Minuten geschiittelt, nach Schenck ent- 
eiweiBt, sofort zentrifugiert und das Zentrifugat schnell filtriert. 

Im Extrakt a) betrug der Gesamtstickstoffgehalt 4,6°/,, in b) 11,4°/, 
des Gesamtstickstoffs der Eisuspension. Die Cytolyse war nach 20 Minuten 
in a) weniger fortgeschritten wie in b), doch waren auch in a) die meisten 
Eier zersprengt und zu kérnigem Detritus zerfallen. 

Beispiel 2: 10 cem Eisuspension wurden mit Gemischen aus Meer- und 
destilliertem Wasser versetzt, so daB bei einem Totalvolumen von 200 ecm 
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der Anteil des destillierten Wassers das a) 5-, b) 10-, c) 20 fache des Meer- 
wassers betrug (das Volumen der Eier selbst wurde bei der Berechnung 
der Verdiinnung vernachlissigt). In den filtrierten Zentrifugaten betrug 
der Anteil des Purinstickstofis vom Gesamtpurinstickstoff der Eier [be- 
stimmt nach G. Schmidt?)] a) 3,5°/,, b) 8,0°/,, ¢) 15,6°/,. 

B. Quantitative Extraktion der Purinverbindungen. 
Da nach Vorversuchen der EinfluB des Salzgehaltes sich auch 
bei Extraktion mit verdiinnten Alkalien geltend macht, wurden 
die Kier vor dem Zusatz des Extraktionsmittels scharf zentri- 
fugiert (2000 Touren, 3 Minuten). Autolyse in stérendem Aus- 
maB ist bei der so herbeigefiihrten Strukturzerstérung nicht zu 
befiirchten, da der Reststickstoff im Schenckfiltrate bei 2 stiin- 
digem Stehenlassen einer Suspension zentrifugierter Seeigeleier 
nicht zunimmt. 

Die Eier werden zentrifugiert, der Riickstand mit etwa der 
5fachen Menge 0,03 n-Ammoniak angerieben und 1 Stunde lang 
bei Zimmertemperatur geschiittelt. Es wird wieder zentrifugiert 
und das gleiche Verfahren noch 2 mal wiederholt. Die vereinigten 
Extrakte enthalten den Purin-N der Kier quantitativ. 

Beispiele. 
Purin-N in Prozenten des Gesamt-N. 








Hydrolysat in °/, | Extrakt in °/, 











15. 5. 1988 3,6 | 3,4 
5. 6. 1988 3,4 | 3,4 
18. 6. 1933 3.8 | 3.6 


Den Puringehalt der Arbacia-Kier finde ich somit geringer 
als Masing (4,3°/, des Gesamt-N). Diese Differenz ist wohl 
darauf zuriickzufiihren, daB Masing alkoholgetrocknetes Material 
verwendet, wihrend ich die Kier ohne Vorbehandlung hydrolysiert 
habe. Durch den Alkohol werden ohne Zweifel eine groBe Menge 
N-haltiger Extraktivstoffe (Stickstoff der wasserléslichen Extraktiv- 
stoffe nicht proteinartiger Natur, etwa 30°/, des Gesamt-N ent- 
fernt, z. T. auch das stickstoffhaltige Echinochrom). 

C. Verhalten der Purinverbindungen gegen andere 
Extraktionsmittel. Mit 0,1°/, iger oder stirkerer Natronlauge 
werden die Purinstoffe ebenfalls quantitativ extrahiert. 

1°/, ige Salzsiure extrahiert nur 2—4°/, der Gesamtpurine. 

Durch Wasser wurden mit der angegebenen Technik in 
2 Versuchen 17,4°/, bzw. 20,2°/, der Gesamtpurine extrahiert. 


1) Diese Z. 219, 191 (1933). 
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D. Verhalten der ammoniakalischen Extrakte. I[y 
Gegensatz zu den mit Natronlauge erhaltenen Extrakten, in 
denen die EKiweifkérper schon bald zersetzt werden, bilden 
die ammoniakalischen starke Niederschlige mit EiweiBfallungs. 
reagenzien und mit Essigsiure. Die letzteren enthalten stets 
etwa 70°/, der Gasamtpurine. 


Versuchsbeispiel: Unbefruchtete, reife Sphirechinuseier. 10 ccm 
der Suspension enthalten 17,5 mg Gesamt-N und 0,88 mg Gesamtpurin-N, 

92 ccm der Suspension mit 9,03 n-Ammoniak extrahiert. Purin. 
N-Gehalt des Extraktes 8,1 mg, also sind in der 10 cem entsprechenden 
Extraktmenge 0,90 mg entspr. 102°/, des Gesamtpurin-N-Gehaltes der 
Suspension vorhanden. 

Ein Teil des Extraktes wird mit Essigsiiure gefillt. Nach 1 maligen 
Umfillen enthilt der Niederschlag (auf 10 ccm Eisuspension umgerechnet) 
0,62 mg entsprechend 70,6°/, des Gesamtpurin-N-Gehaltes der Suspension. 


2. Eigenschaften der Essigsiiureniederschlige. Die Nieder- 
schlige an Sphaerechinuseiern sind nach Umfillung farblos, 
wihrend sich aus den aus Arbacia gewonnenen das mitgerissene 
Pigment nie véllig entfernen lift. Sie enthalten reichlich Phos- 
phor, der aus Nucleoproteiden oder Phosphorproteinen stammen 
mu. Durch 1°/,ige Natronlauge bei 37° wird keine anorganische 
Phosphorsiure gebildet. Diese Reaktion ist von Plimmer als 
charakteristisch fiir Phosphorproteine angegeben worden, doch 
besteht ja durchaus die Méglichkeit, daB in gewissen Phosphor- 
proteinen der Phosphor fester gebunden ist. Die Feulgen- 
reaktion') fallt bei den Niederschligen stets stark positiv 
aus. In den aus unbefruchteten Arbacia- bzw. Sphirechinus- 
eiern erhaltenen Niederschligen muS also Desoxyzucker im 
Gegensatz zur Behauptung Brachets vorhanden sein. DaB bei 
der Vorbehandlung, etwa bei der Strukturzerstérung durch das 
starke Zentrifugieren, fermentativ Desoxyzucker gebildet worden 
sein kénnte, ist sehr unwahrscheinlich. Durch die Gewinnung 
der Nucleoproteidfraktion sind die Behauptungen Brachets der 
Beweisfiihrung durch priparative Methoden zuginglich gemacht 
worden. 

Bei der relativ auBerurdentlich geringen Kernmasse der 
unbefruchteten Eier muB sich der griéSte Teil der Nucleoproteide 
im Plasma befinden. Auffallig ist die Tatsache, da8 trotzdem 
das Plasma mit basischen Farbstoffen kaum tingiert wird. Der 
Schlu8 liegt nahe, daB fiir die Erzeugung einer mikroskopisch 
sichtbaren Farbung der Verteilungszustand ebenso wichtig ist, 





1) Vgl. Handb. d. biolog. Arbeitsmethoden Abs. V, Teil 2. 1055 (1932). 
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wie die chemischen EKigenschaften der Zellbestandteile. Auch 
die hier mitgeteilten Versuche zeigen also, daf man bei der 
chemischen Deutung histologischer Fiarbungen vorsichtig sein 
muB. Méglicherweise steht allgemein das Vorkommen von Nucleo- 
proteiden im Plasma mit der Teilungsfahigkeit der Zellen im 
Zusammenhang. 


Zusammenfassung. 


1. Im unbefruchteten, reifen Seeigelei finden sich trotz des 
hohen Gesamtpuringehalts nur Spuren von siureléslichen Purinen 
oder Purinverbindungen. 

2. Mit Hilfe von 0,03 n-Ammoniak kénnen alle Purinverbin- 
dungen quantitativ extrahiert werden. 

3. Etwa 70°/, der Gesamtpurine finden sich in den mit 
Essigsiure in der Kilte erhaltenen Eiweifniederschligen. Der 
intensive Ausfall der Feulgenreaktion berechtigt zu der Annahme, 
daB die Nucleinsiurekomponente mindestens zum Teil zur Thymo- 
nucleinsiuregruppe gehort. 


Fiir das auBerordentliche Entgegenkommen, das mir Herr Prof. Dohrn 
und Herr Prof. Quagliariello, sowie die Assistenten der Neapeler Institute 
in jeder Weise bei der Ausfiihrung der Arbeit bewiesen haben, spreche ich 
meinen aufrichtigen Dank aus. 
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Zur Gewinnung der Dipeptidphosphorsdure aus Casein. D 

Bemerkung zu einer Arbeit von P. A. Levene und D. W. Hill. 

Von U 
Gerhard Schmidt, z. Zt. Stockholm. ‘ 
f 

(Aus dem Senckenbergischen Pathologischen Institut der Universitét Frankfurt a. M.) t 





(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1983.) 





| P. A. Levene und D. W. Hill’) berichten iiber die Isolierung 
einer aus Serin, Glutaminsiure und Phosphorsiure bestehenden 
Verbindung bei der hydrolytischen Spaltung des Caseins. Sie er- 

wihnten die Identitit dieser Verbindung mit einer von mir auf 

ahnlichem Wege gewonnenen Substanz, iiber die ich auf dem 

XIV. Internationalen PhysiologenkongreB in Rom 1932 referiert 

habe.?) Zu einer ausfiihrlichen Publikation meiner Befunde habe 

ich mich nicht entschlieBen kénnen, da dieselben hierfiir gewisser 
Ergiinzungen bedurft hatten (Charakterisierung der Stickstoff- 

bindungen, krystallisierte Durchgangsstufe der priparativen Dar- 

stellung, Aufkliérung der groBen Serinverluste bei der Spaltung 

der Verbindung), deren Ausfiihrung mir leider durch AuBere Um- 

stiinden in absehbarer Zeit nicht méglich sein wird. Die Einheitlich- 

keit meiner Verbindung erscheint mir jedoch durch das in zahl- 

| reichen verschiedenen Priparationen reproduzierte Ergebnis der voll- 
| stindigen Elementaranalyse und durch andere Feststellungen, die 
ich weiter unten erwihnen werde, geniigend gestiitzt, um die 
Mitteilung einiger Erfahrungen zu rechtfertigen, welche die Er- 

gebnisse von Levene und Hill in theoretischer und experi- 

menteller Beziehung ergiinzen. Ich beschrinke mich hierbei aut 

Angaben, welche in meinem Vortrag in Rom nicht enthalten sind. 

Gewinnung der Verbindung: 1000 ¢ technisches Casein werden 

in 10 Liter Wasser suspendiert und durch Zusatz von Natronlauge 

gelést. Die Fliissigkeit wird mit Essigsiiure bis zu schwach lackmus- 

alkalischer Reaktion abgestumpft. Man liBt das Casein 4 Wochen 

lang bei 37° mit Trypsin verdauen, indem man jeden zweiten 


— eat seed ai ol | ee come! 


a. ae rm a. - a a 


1) J. of biol. Chem. 101, 711 (1933). 
*) Arch. d. Sci. biol. 19, 313 (1933). 
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Tag eine Lésung von 10 g Merckschem ,,Pankreatin in lamellis“ 
wufigt. Uberschichtung mit Toluol und tigliches Umrihren ge- 
niigt zur Verhinderung der Faulnis. Zur Aufarbeitung siuert man 
mit Essigsdure stark an und saugt iiber einen groBen Biichner- 
trichter ab. Das Filtrat wird mit Bleizucker gefallt und der durch 
3maliges Verreiben sorgfaltig gewaschene Niederschlag abgesaugt 
und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Im allgemeinen ist das 
molekulare P/N-Verhiltnis schon in dieser ersten Zersetzungs- 
flissigkeit zwischen 1:2 und 1:3. Nach 2 maligem Umfallen be- 
trigt es genau 1:2 und dndert sich nun nicht weiter. 

Die vollkommen farblose Zersetzungsfliissigkeit der dritten 
oder vierten Umfallung wird mit Baryt neutralisiert und durch 
Zusatz von 3/, Volumen Alkohol gefallt. Die grobflockige Fallung 
wird in Wasser gelést und noch 2mal mit Alkohol in der gleichen 
Weise gefallt. Die letzte Fallung ist stets sehr feinkérnig. Das 
bei 100° im Hochvakuum getrocknete Barytsalz gibt bei der 
Elementaranalyse Werte, die genau auf die Formel (C,H,,0O,N,P), Ba 
stimmen. Es sei bemerkt, daB man mitunter auch Bleifallungen 
und Bariumsalze erhilt, bei denen das molekulare P/N-Verhiltnis 
genau 1:3 bleibt. Leider ist es mir aus iuBeren Griinden nicht 
mehr méglich gewesen, diese letzteren Bariumsalze niher zu 
untersuchen; im allgemeinen erhilt man jedoch als Endprodukte 
der Verdauung Verbindungen vom P/N-Verhiltnis 1:2. Auf diese 
beziehen sich ausschlieBlich die weiteren Angaben dieser Ver- 
éffentlichung. Wahrscheinlich ist die Beschaffenheit des an- 
gewandten Pankreatins die Ursache fiir den in manchen Ver- 
suchen weniger vollstindigen Caseinabbau. 

Meine Darstellungsweise unterscheidet sich also von der 
Levenes dadurch, daB der Abbau ein rein enzymatischer ist, 
wahrend Levene seine Digestionsprodukte noch einer Salzsiure- 
hydrolyse unterwirft. Levene wird hierzu genétigt durch die weit 
geringere Intensitit der Trypsineinwirkung, die er bei seiner 
Methode anwendet. Fiir die Ausbeute ist sicherlich eine méglichst 
weitgehende Ausnutzung der Fermentwirkung giinstiger; auberdem 
geht aus meiner rein enzymatischen Darstellungsmethode die 
prinzipiell wichtige Erkenntnis hervor, daB die Dipeptidphos- 
phorsiure ein biologisches Abbauprodukt des Caseins 
ist. Dagegen ist durch das von Levene als Durchgangsstufe 
benutzte krystallisierte Brucinsalz die Kinheitlichkeit der Verbindung 
besser gestiitzt als durch die nur analytische Beweisfiihrung meiner 


Untersuchung. 
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Untersuchung des Bariumsalzes mit dem P/N-Verhiltnis 1:9, 
Das Salz ist schwefelfrei. Das durch 5stiindiges Kochen mit 
20°/, iger Salzsiure erhaltene Hydrolysat enthalt keine mit Phos. 
phorwolframsiure fallbaren Aminosiiuren. Mit Butylalkohol (nach 
Dakin) lassen sich keine Monoaminosiuren und mit Alkohol kein 
Prolin extrahieren. Alle Reaktionen auf aromatische Aminosiuren, 
Histidin und Tryptophan fehlen am Bariumsalz. Die Veresterung 
des Hydrolysates ergibt keine Spur von Glykokollesterchlorhydrat. 
Uber die Isolierung von Glutaminsiiure und Serin bzw. deren 
Abbauprodukten im Hydrolysat ist in meinem Vortrag schon be- 
richtet. Bariumsalze mit kleinerem P/N-Verhiltnis ergeben bei 
der Hydrolyse und Verarbeitung nach Dakin auBer den beiden 
genannten Aminosduren noch ein Leucin, so da8 wahrscheinlich 
diese Aminosaure den dritten organischen Bestandteil des phos- 
phorsiurehaltigen Bausteins darstellt. 

Die Gefrierpunktsbestimmung einer Lisung der aus dem 
Bariumsalz (P/N = 1:2) erhaltenen Saiure gab nach einer Korrektur 
fiir den elektrometrisch bestimmten W asserstoffionengehalt Werte, 
die sehr gut mit der Formel fiir die angenommene Dipeptid- 
phosphorsiure tbereinstimmen. 

Die Lésung der Saéure gibt cine starke rote Biuretreaktion. 
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Uber Asterinséure, eine Carotinoidsiure aus Seesternen. 


Von 


Hans vy. Euler und Harry Hellstrém. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1933.) 


Eine der charakteristischen Kigenschaften der Carotinoide 
ist ihre Fettléslichkeit, welche in ihrer Bezeichnung ,,Lipochrome“ 
zum Ausdruck kommt. Beim Carotin, dessen Natur als Kohlen- 
wasserstoff, C,,H,, von Willstatter und Mieg’), und dessen 
Konstitution von Karrer, Helfenstein und Webhrli?) ermittelt 
wurde, sowie bei den Isomeren des Carotins ist diese Fettléslich- 
keit ohne weiteres verstandlich. 

Mit dem Crocetin*) ist die erste der Carotinoidsiuren bekannt 
geworden, zu welchen noch das Bixin*) und das Azafrin 5) gehéren, 
deren saure Natur schon in ihrem Léslichkeitsverhaltnis zum 
Ausdruck kommt. 

Durch sehr bemerkenswerte Beobachtungen von Lénnberg®) 
ist dann gezeigt worden, daB aus vielen tierischen Organen Carotinoide 
in wasserléslicher Form erhalten werden. Bei einem Teil dieser 
Stoffe andert sich ihre Farbe auf Zusatz organischer Lésungs- 
mittel, besonders solcher, welche mit Wasser mischbar sind. Die 
Farbe geht dabei — unabhiangig davon wie sie urspriinglich 
war — in gelbrot iiber. In dieser Hinsicht besteht eine Analogie 


1} Willstitter u. Mieg, Liebigs Ann. 355, 1 (1907). 

*) Karrer, Helvet. chim. Acta 12, 1142 (1929); 18, 87 (1930); 18, 
1084 (1930). 

*) Karrer u. Mitarb., Helvet. chim. Acta 10, 397 (1927); Kuhn u. 
Mitarb., Helvet. chim. Acta 11, 716 (1928); Karrer u. Mitarb., Helvet. 
chim. Acta 14, 845 (1981); 15, 1218 (1932). 

4) Kuhn u. Winterstein, Helvet. chim. Acta 11, 134, 427 (1928). 

5) Kuhn, Winterstein u. Roth, Ber. chem. Ges. 64, 333 (1931); 


Kuhn u, Deutsch, Ebenda 66, 883 (1933). 
*) E. Lénnberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Zoo], 26 A. 1 (1932); 26 A. 


2 (1933); 7 (1938). 
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mit einem Farbstoff der Crustaceen, von welchem der in der 
Hummerschale vorkommende, hinsichtlich seiner Farbstoffkompo- 
nente von Kuhn und Lederer’) untersucht und als Polyen- 
Carbonsiiure C,,H,,0, erwiesen wurde. Die genannten Autoren 
haben ihn Astacin genannt und neuerdings auch aus den Hiern 
der Seespinne (Maja squinado) isoliert.”) Ein anderer Reprisentant 
dieser Carotinoid-Saiuren, die Salmensiure, kommt im roten 
Muskelfleisch des Lachses vor.®) 

Uber die biologische Bedeutung der Carotinoidsiuren haben 
wir ebensowenig begriindete Kenntnisse wie iiber diejenige der 
tibrigen Carotinoide. Man hat oft hervorgehoben, daB die Caro- 
tinoide bei oxydo-reduktiven Vorgingen mitwirken kénnen, was 
damit in Ubereinstimmung stehen wiirde, daB sie selbst Sauer- 
stoff leicht aufnehmen‘) und auch wieder abgeben kénnen. Ihre 
Rolle bei der Atmung und Kohlensiureassimilation ist immerhin 
zweifelhaft. 

Ferner ist auch der Lichtschutz in Betracht gezogen worden, 
welchen, besonders in griinen Blittern, das Chlorophyll durch die 
gleichzeitig vorhandenen Carotinoide erfihrt. DaB die Carotinoide 
durch ihre optische Adsorption an Zellvorgiingen beteiligt sind, 
muB als wahrscheinlich bezeichnet werden. Die Annahme liegt 
sogar nahe, daB Carotinoide in manchen tierischen Organen Licht- 





1) Kuhn u. Lederer, Ber. chem. Ges. 66, 488 (1933). 

*) Kuhn, Lederer u. Deutsch, Diese Z. 220, 229 (1938). Vgl. auch 
Lederer, C.r. Soc. Biol. 113, 344 und 1015 (19383). 

8) Euler u. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 45, 151 (1933). — Im Extrakt 
des Lachsfleisches findet sich auferdem eine geringe Menge Carotin, sowie 
ein gelber, nicht carotinoider Farbstoff, welcher wasserléslich ist und bei 
Ansiiuern nicht in Ather tibergeht. Derselbe zeigt schwach griine Fluores- 
cenz, und absorbiert in Violett. Beim Verseifen wurde eine Verstirkung 
der roten Farbe beobachtet, nachdem Alkali zugesetzt war. Dieser alkali- 
lésliche Farbstoff kann mit Séure in Ather iibergefiihrt werden, wobei die 
Farbe von rotbraun bis gelb umschligt. Mit Alkali kann man die gefiirbte 
Substanz wiederum aus Ather ausschiitteln, wobei die Farbe wieder in 
dunkelrot umschligt. Man erhilt dann wieder die einseitige Absorption in 
Violett. Da diese Farbe in Gegenwart von Alkali mit der Zeit an Inten- 
sitit zunimmt, hingt ihre Bildung vermutlich mit einer Oxydation zusammen. 
Ahnliche Beobachtungen wurden iibrigens auch bei der Aufarbeitung der 
Kier von Myxine glutinosa gemacht [Euler u. Hellstrém, Sv. Kem. Tid- 
skrift 45, 180 (1933)]. Vermutlich handelt es sich um einen mit Flavinen 
verwandten Stoff. 

4) Euler u. Ahlstrém, Diese Z. 204, 168 (1932); W. Franke, 
Diese Z. 212, 234 (1932). 
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eindriicke’) vermitteln. Dieser Gesichtspunkt ist die Veranlassung 
gewesen, den Sehpurpur und die Retina hoherer Tiere auf ihren 
Gehalt an Carotinoiden zu untersuchen.’) 

Alle Echinodermen enthalten in ihrer Haut ein Pigment, 
dessen Farbe von hellgelb iiber orange und rot bis blau und rot- 
violett variieren kann. In je gréBeren Tiefen die Arten leben, 
desto bleicher ist die Farbe. Die in geringer Tiefe vorkommende 
Art Asterias rubens besitzt eine Riickenhaut, welche ein intensiv 
blaues oder violettes, in einigen Fallen rotes Pigment besitzt. 
Kine gemeinsame Eigenschaft dieser Farbstoffe ist, wie aus den 
systematischen Untersuchungen von EK. Linnberg_hervorgeht, 
ihre Wasserléslichkeit und ihre Empfindlichkeit fiir organische 
Lisungsmittel, besonders fiir die mit Wasser mischbaren, welche 
die urspriingliche Farbe in gelbrot umwandeln, unabhingig davon, 
wie dieselbe vorher war. In dieser Hinsicht liegt eine Analogie 
zu den Farbstoffen der Crustaceen (vgl. oben) vor. Kine orientierende 
Untersuchung wurde an verschiedenen Arten vorgenommen. Die- 
selben unterscheiden sich ziemlich stark voneinander sowohl 
hinsichtlich ihrer GréBSe, ihres Farbstoffgehaltes und hinsichtlich 
der Schwierigkeit, die Haut abzupriiparieren. 


Crossaster paposus. Die Riickenhaut wurde mit essigsiure- 
haltigem Wasser extrahiert, wobei eine dunkle rotviolette Lésung 
entstand, aus welcher sich bei Neutralisation eine flockige Fallung 
bildete, welche den gesamten Farbstoff adsorbiert enthielt. Diese 
Fillung kann in verdiinnter Essigsiure oder verdiinnter Salzsiure 
mit rotvioletter Farbe wieder in Lisung gebracht werden. Setzt 
man Alkohol und Ather zu, so geht die rotviolette Farbe in eine 
gelbrote Lésung iiber, wobei sich gleichzeitig eine voluminése weiBe 
Fallung bildet, welche Biuret- und Xanthoproteinreaktion gibt. 
Diese Fallung wurde mit Alkohol und Ather gut ausgewaschen 
und im Exsiccator getrocknet. Die HiweiBnatur dieser Fallung 
ergab sich weiter durch die Analyse (C 51,22 H 6,89 N 14,02). 

Setzt man Alkali zu der Atherlésung, welche den verinderten 
Farbstoft enthilt, so tritt an der Grenzschicht Ather—wiiBriges Alkali 
eine rote Fallung auf. Dieselbe list sich in Benzol mit etwas 
Kisessig leicht wieder auf. 


——— 


') Bezgl. Helligkeits-Eindruck vgl. J. 8S. Haldane, Brit. Med. J. 3807, 


1153 (1938). 
*) Euler u. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 45, 203 (1933); Euler 


u. Adler, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 11 B, 21 (1933). 
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Spektra: Der Wasser-Essigsiureextrakt liefert ein diffuses Spektrum, 
550... .490—478, 464—450 mu. 


Die Atherlésung des freien Farbstoffes besitzt 2 Maxima, nimlich be; 
475 und 448 mu. 


Die Benzol-Atherlésung der oben erwihnten roten Fallung zeigt Ab- 
sorption bei 457 mu und 490 mu. 

Henricia sanguinolenta. Die wasserlésliche rote Farbe zeigt 
das gleiche Spektrum wie die oben erwihnte Lésung. 


Porania pullvillus. Dieser Seestern besitzt eine ziemlich harte 
Haut, welche reich an Pigment ist. Die waBrige Lésung ist rot- 
violett und liefert 2 Absorptionsmaxima, niimlich bei 458 und 
492 mu. Mit Alkali gibt die Lésung eine orangefarbene flockige 
Fallung. Mit Ather und Alkohol wurde aus der roten Haut ein 
stark orangefarbener Extrakt erhalten, welcher 2 Absorptions- 
maxima, bei 454 und bei 485 muy, liefert. 

Die Atherlésung wurde eingedunstet, der Riickstand in 
Petroleumither gelést und mit Methylalkohol fraktioniert. Der 
Hauptteil des Farbstoffes ging in den Alkohol iiber. Diese Lésung 
wurde verseift und mit Wasser und Ather verdiinnt. Die dabei 
entstehende rote Fallung wurde abfiltriert und in Eisessig—Benzol 
gelist. Das Spektrum war folgendes: 520 .... 495—483, 
463—452 mu. 


Hippasteria phrygiana. Zwei Exemplare wurden direkt mit 
Methylalkohol—Ather extrahiert; der stark rote Extrakt gab bei 
der Verseifung eine reichliche rote Fiillung. 


Solaster endica. Bei der Extraktion mit Wasser wurde eine 
rotgelbe opalescente Lisung erhalten, deren Absorptionsbande bei 
459 und 495 mu lagen; nach Uberfiihren in Ather wurden die 
Banden 456 und 483 my erhalten. Der Farbstoff kann zwischen 
Petroleumither und Methanol verteilt werden. Die Spektra der 
Fraktionen sind identisch. An beiden Lésungen wurden Verseifungs- 
versuche vorgenommen; dabei ergab die Petroliitherlésung ein 
negatives Resultat. Die Methanollésung gab bei Zusatz von 
Ather und Wasser eine rote Fiallung an der Grenzschicht. 

Von den eben erwaihnten Arten ist Porania pullvillus be- 
sonders reich an Farbstoff, aber sehr selten. Hippasteria 
phrygiana eignet sich aufGrund der GréSe der einzelnen Exemplare 
fiir eine priiparative Bearbeitung; indessen kijnnen auch von dieser 
Art geniigend viele Exemplare nur mit Schwierigkeit erhalten 
werden. 
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Dagegen liegen die Verhaltnisse bei Asterias rubens be- 
sonders giinstig. Diese Art ist reich an Pigment, das in der 
weichen, leicht abpraparierbaren Riickenhaut vorkommt und kann 
in einer gréBeren Anzahl von Exemplaren erhalten werden, welche 
allerdings etwas kleiner sind als diejenigen der oben beschriebenen 
Arten. In den im folgenden beschriebenen Versuchen ist des- 
wegen nur diese letztere Art zur Anwendung gekommen. 

Extraktion und Reinigung des wasserloéslichen blauen Farb- 
stoffes. 600 g Riickenhaut von etwa 200 blauvioletten Exemplaren von 
Asterias rubens wurden auf der Aufenseite gut von Schleim und anderen 
Verunreinigungen befreit; die Reste von Eingeweiden wurden von der 
Innenseite der Haut in flieBendem Wasser abgebiirstet. Das so gewonnene 
Material wurde in einer Fleischmiihle gemahlen und mit Wasser extrahiert, 
bis die Masse farblos war. Die tiefblaue Lésung wurde abzentrifugiert, 
um die festen Bestandteile abzuscheiden und mit Ammoniumchlorid bis 
20°), versetzt, wiederum zentrifugiert, wobei sich gefiirbte Verunreinigungen 
ausschieden. Die so gereinigte Lésung wurde durch weiteren Zusatz von 
Ammoniumehlorid bis 60°/, volistindig gefallt. Die abzentrifugierte dunkel- 
blaue Fallung wurde zu den folgenden Versuchen direkt verwendet. 

Ein Teil der Fillung wurde sorgfiltig vom Ammoniumchlorid durch 
Dialyse befreit, bis die Chlorreaktion ausblieb. Die Lésung des Farb- 
stoffes wurde im Vakuum eingeengt, bis zu einem kleinen Volumen, und 
hierauf im Exsiccator zur Trockenheit gebracht. Der Riickstand wurde ana- 
lysiert und gab folgende Werte: 


C552 H7%475 Nill S 2,3. 


Kin Vergleich mit den Analysenwerten, welche an den von 
Farbstoff befreiten Fallungen von Crossaster paposus erhalten 
worden waren, zeigt, daB bei der blauen Substanz die Werte fir 
C und H hoéher liegen, wihrend der N-Wert kleiner ist. 

Beim Eintrocknen nimmt die Masse einen tiefroten Farben- 
ton an, lést sich indessen in Wasser wieder mit blauvioletter Farbe. 
Sowohl die wiBrige Lésung als die feste Masse sind gegen Oxy- 
dation in Luft sehr stabil und halten sich Monate hindurch un- 
verindert, wenn sie in der Dunkelheit autbewahrt werden. Im 
Licht werden sie langsam gebleicht. 

Beim Erhitzen der wiBrigen Lésung tritt zwischen 55° und 
60° C ein ziemlich schneller Umschlag in der Farbung vom ur- 
spriinglichen Blauviolett zu Hellrot ein und die Lésung wird gleich- 
zeitig triibe. Das Verhialtnis des Farbstoffs zu Alkohol wird durch 
folgende Probe festgestellt: 

1 ccm Lisung (blauviolett) wurde mit 5 ccm 20°/,igem Al- 
kohol vermischt, was keine merkbare Verinderung ergab. Hierauf 
wurde weiter 1 ccm 96°/,iger Alkohol zugesetzt, wonach die 
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Farbung in Rot tiberging und die kolloide Natur der Lésung 
deutlicher hervortrat (Opalescenz). Die rein rote Farbung, die 
die vollstindige Spaltung angibt, wurde erst nach weiterem Zusatz 
von 2 ccm 96°/,igem Alkohol erhalten. 

Die gleiche Farbenverinderung wird von anderen organischen 
Stofien wie Methanol, Aceton, Formaldehyd und Athylacetat ver- 
ursacht. Petrolither hat keine, Ather nur schwache Wirkung, 
Bemerkenswert ist, daB Glycerin keinerlei Wirkung auf den Far))- 
stoff hat, sondern ihn unveriindert list. 

Die farbende Komponente, ein Carotinoid, ist an eine leicht 
abspaltbare, hochmolekulare Komponente gebunden, die die Farben- 
verschiebung bzw. die Entstehung einer diffusen Absorptionsbande 
in Gelb sowie die Bande des Molekiils bedingt. Versuche, das Caro- 
tinoid mit dieser Komponente nach Abspaltung mit Alkohol 
wieder zu vereinen, seien hier angefiihrt. Bereits bei der Filtrierung 
der mit Alkohol versetzten Farbstofflésung wurde am oberen Ende 
des Filtrierpapiers beobachtet, wie die anfangs roten Ringe, die 
durch die Abdunstung des Lésungsmittels gebildet wurden, beim 
Abdunsten des Alkohols allmaihlich einen blauen Farbton annehmen. 
Nach Ausathern des Carotinoids wurden Filtrierpapierstreifen in 
die Lésung eingefiihrt, so, daB eine rote Bande gebildet wurde, 
wie bei Chromatogrammen, worauf die Streifen in die farblose 
Restlésung eingefiihrt wurden, die dann langsam in den Streifen 
diffundierte. Nach 24 Stunden war die vorher rote Bande intensiv 
blau. Nun wurden Versuche gemacht, die Komponenten direkt in 
Lésung wieder zu vereinen ohne vorhergehende Adsorption auf 
Filtrierpapier. Einige ccm Farbstoff wurden mit dem doppelten 
Volumen Alkohol versetzt, worauf die Lésung langsam bei ge- 
wohnlicher Temperatur im Vakuum eingeengt wurde. Allmahlich 
kehrte die violette Farbe zuriick, die nach einigen Stunden beinahe 
véllig wiederhergestellt war. Ein schnelles Kindunsten hat zur 
Folge, da8 eine Fallung ohne Farbenverinderung entsteht, die 
in einzelnen Versuchen jedoch spiter eintritt. Es hat den An- 
schein, als ob die Resynthese eine Zeitreaktion wiire. 

In einem anderen Versuche wurde das Carotinoid durch Aus- 
schiitteln mit Ather abgeschieden, worauf die Atherlésung zv- 
sammen mit der alkoholischen Restlésung, die durch Zentrifugieren 
von entstandener Fallung befreit worden war, eingedunstet wurde. 
Auch in diesem Falle konnte eine Wiedervereinigung durch ein- 
tretende Farbenverinderung festgestellt werden. (Als Beweis einer 
Wiedervereinigung kénnen Proben des Ausschiittelns mit Ather, 
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4 die auch fir kolloide Lésungen negativ ausfallen, nicht zur An- 
- wendung kommen.) Wie hieraus hervorgeht, eignen sich andere 


Arten von Seesternen, die schon von Anfang an rot gefirbt sind 


 (allerdings nicht im gleichen Farbenton wie die freien Carotinoide 


oder deren kolloide Lésung, doch aber so gleich, dab eine evtl. 
Resynthese nicht konstatiert werden kann), weniger fiir diese Ver- 
suche. Wiedervereinigungsversuche, die lingere Zeit nach der 
Spaltung ausgefiihrt wurden, sind bisher nicht gelungen. Wahr- 
scheinlich enthalten die beiden Komponenten oder eine derselben 
leicht oxydierbare Gruppen, z. B. eine Aldehydgruppe, die nach 
der Oxydation nicht mehr an einer Resynthese mitwirken kann. 
(Méglich ist auch, daB eine der Komponenten polymerisiert wird.) 
Wie aus dem Nachstehenden hervorgeht, scheint die ganze hoch- 
polymere Komponente auch nicht durch Alkohol abgespalten zu 
werden. 

Die blauviolette Lésung ist sehr p,-empfindlich sowohl iiber 
wie unter dem Neutralpunkt. Die Farbe geht in Rot iiber, ohne 
daB eine bestimmte p,,-Grenze, bei welcher der Farbenumschlag 
beginnt, angegeben werden kann. 

Versuche mit enzymatischer Abspaltung von teils ev. Eiweib, 
teils hochpolymeren Kohlehydraten sind mit Papajotin bzw. Amy- 
lasepraparaten gemacht worden. In keinem der Fille fand eine 
Farbenverinderung statt. 

Eine Molekulargewichtsbestimmung des blauen Farbstoffes 
wurde nach der Diffusionsmethode ausgefiihrt und ergab den Wert 
6500. Dem Wert dieser Bestimmung kann selbstverstiindlich 
keine gréBere Bedeutung gegeben werden, da der Farbstoff zum 
Teil als auf Eiwei8 adsorbiert angesehen werden muB. 

Isolierung des Carotinoids. Eine gréBere Menge gefillter, blauer 
Substanz, etwa 200 Exemplaren entsprechend, wurde mit dem doppelten 
Volumen ‘Alkohol versetzt sowie mit Ather und Wasser. Die filtrierte Ather- 
lésung wurde auf ein geringeres Volumen eingedunstet und darauf zur 
Trockne im Vakuum. Der Riickstand wurde in Petrolither gelést, woraus 
der Farbstoff mit 90°/,igem Methanol extrahiert wurde. Hierbei wird das 
Carotinoid von einer ansehnlichen Menge farbloser Verunreinigungen be- 
freit, die die Ausfallung erschweren. Der Ather wird abgedunstet und 
der Riickstand in Petrolither gelést. Nach 48 Stunden wird daraus ein 
violettschwarzes Pulver gefallt, das abgesaugt und mit Petrolither gewaschen 
wird. Ausbeute 5mg. Schmelzp. 185°. 

Bei zwei verschiedenen Aufarbeitungen des Ausgangsmateriales (jedes- 


mal mit 500g Riickenhaut) wurden folgende Priparate hergestellt und 
analysiert (A. Schoeller): 
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I. 1,477 mg Subst.: 4,065 mg CO,, 1,170 mg H,O, 0,034 mg Rest. 


Il. 1,460mg ,, : 3,985mg ,, 1,140mg _ ,, 0,055 mg 
I. C 76,7 H 8,8 O 14,5 
.._%2 00 » 
Ber. Mr OE,0: , 24 , 01 » 143s 


Vervierfacht man die oben berechnete Formel unserer Carotinoidsiure, 
fiir welche wir den Namen Asterinsiure vorschlagen, auf C,,H,,O, und 
bringt 1 Mol Wasser und 1 Methylgrup je in Abzug, so ergibt sich C,,H,,0,. 
Demgemi8 wiirde die (so veriinderte) Asterinsiiure 4 Wasserstoffatome mehr, 
die Asterinsiure selbst also 2 Doppelbindungen weniger enthalten als das 
Astacin Kuhns. 


Zur Bestimmung des Molekulargewichts wurde versucht, ein 
Kupfersalz herzustellen. 3mg Substanz wurden in 5 ccm Methanol 
gelést und mit einer Kupferacetatlésung in Methanol versetzt: 


die Mischung wurde auf dem Wasserbad erwirmt, wobei die Farbe ‘ 








plétzlich dunkler wurde und eine voluminése dunkelrote Fillung “ 


entstand. Diese wurde abgesaugt und mit Methanol gewaschen, | 
worin sie unléslich war. Zur Umfillung wurde die Mischung in | 
Chloroform gelést, worin sie jedoch nur zu einem geringen Teil | 
in Lésung ging. Der Riickstand wurde in einer kleinen Menge | 
Pyridin gelést und mit Methanol gefillt. Die entstehende Fallung | 
war von schéner blauvioletter Farbe und 4uBerst fein verteilt, | 
weshalb dieselbe nicht abzentrifugiert werden konnte, sondern in | 
ein Réhrchen einzentrifugiert wurde. Die tiberstehende Lésung | 


wurde dekantiert, wonach die Fiallung durch Aufschlimmen in 


Alkohol gewaschen wurde. Die Chloroformlésung verhielt sich 
eigenartig. Nach Eindunsten zur Trockne war der Riickstand } 


teilweise in Methanol léslich und lie8 einen blauvioletten Rest 
zuriick. Von diesem Rest war wieder ein Teil in Chloroform 
léslich und verhielt sich wie die ‘vorherige Chloroformlésung. 
Nach jeder Chloroformbehandlung wurde ein alkohollislicher Teil 
gebildet. Auf Grund dieses nicht einheitlichen Verhaltens war 
eine geniigende Menge fir Analyse nicht zu erhalten. 

In Zusammenhang mit diesen Versuchen mégen einige Beob- 
achtungen erwahnt werden, welche bei der Aufarbeitung der 
Mutterlauge des Carotinoids gemacht wurden. 


Da die Kupferverbindung sich als schwerléslich erwies, lag 


der Versuch nahe, eine weitere Substanz aus der Mutterlauge zu 
gewinnen, und zwar als Cu-Salz durch direkte Behandlung der 
alkoholischen Liésung mit Cu-Acetat. Der Versuch wurde in 
gleicher Weise ausgefiihrt wie oben angegeben. Beim Erwirmen 
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t. yertiefte sich die Farbe und eine reichliche flockige Fallung ent- 

\ stand, deren Menge und Farbstiirke diejenige, welche man von 
' einem Carotinoid erwarten konnte, um das Vielfache iibertraf. 
_ Die Fallung léste sich in Chloroform mit stark roter Farbe, und 
die Lésung gab einen Tyndalleffekt, was darauf hindeutet, daB 
\ die Substanz hochmolekular ist. Hieraus geht also deutlich hervor, 











dure — AAP 
und | daB die in Rede stehende Substanz von den Carotinoiden wesent- 
30, lich verschieden ist. 
nehr, Eine Elementaranalyse (A. Schoeller) ergab folgende Zusammen- 
} das ' setzung: 

C 54%  H 845% Cu 164%,  somit O 21,15°,. 
eln | | 
anol In einem weiteren Versuch wurde das Molekulargewicht des 
stat.  Carotinoids nach der Diffusionsmethode gemessen. Wir danken 


Herrn Professor Dr. K. Myrbick fiir seine freundliche Unter- 
' stiitzung. Als Lésungsmittel wurde Alkohol verwendet; um das 
' spezifische Gewicht der untersten Schicht zu erhéhen, wurde 
' Mannose zugesetzt. Noch nach 2 Tagen war keine deutliche 
' Diffusion zu bemerken, vielmehr waren die Schichten immer noch 
) scharf abgegrenzt. Die obere Schicht zeigte eine schwache, gleich- 
| mifige Gelbfirbung, was darauf hindeutet, daB der hochmoleku- 
' laren, stark gefirbten Substanz eine kleine Menge eines niedrig- 
' molekularen Stoffes beigemischt war. 

Der Diffusionsversuch zeigte, daB nicht die gesamte, hoch- 





ung | ; , 

| a _molekulare Komponente von Alkohol gespalten wird. Die aus 
sich | Petroleumither gefallte Substanz mu8 jedoch ziemlich einheitlich 
and | gewesen sein, da die zwei Analysen der beiden voneinander un- 


ost | abhingig hergestellten Priparate gute Ubereinstimmung in der 
Zusammensetzung zeigten, und in dem recht scharfen Schmelz- 





orm 
ing, punkt. 

Peil j a 

i Dem Prifekten der Zoologischen Station Kristineberg der 


K. Schw. Akad. der Wissenschaften, Herrn Prof. Dr. E. Lénnberg, 
a. und dem Vorstand der Station Herrn Dr. Gunnar Gustafson 
fie wollen wir auch an dieser Stelle fiir ihre wertvolle Hilfe durch 
Beschaffen des Materials bestens danken. 
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Uber die Bilanz der Phosphatase im tumorkranken Organismus, 
Von 
Franz Kéhler.’) 


Mit 1 Figur im Text. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1933.) 


Die nachfolgende Untersuchung iiber die allgemeine Verteilung 
der Phosphatase im krebskranken und gesunden Tierorganismus 
wurde durch die Feststellung gesetzmaBiger Verinderungen des 
Enzymsystems in den Bauelementen des Tumorgewebes angeregt, 
iiber die E. Waldschmidt-Leitz, E.Mc Donald und Mitarbeiter 
vor kurzem berichtet haben.?) Die enzymatischen Prozesse der 
Krebszelle weisen eine tiefgreifende Wechselbeziehung zu dem 
Gesamtstoffwechsel der nicht erkrankten Organe auf und es ist 
eine der wichtigsten Aufgaben der neueren Krebsforschung, die 
funktionellen Verainderungen der enzymatischen Vorginge im ge- 
samten Tumororganismus aufzudecken. Die erweiterten Einblicke 
in die vielfaltige Bedeutung der verschiedenen Enzymtypen in 
der Krebszelle haben sehr viel fiir das Verstiindnis der Higenart 
maligner Geschwulstvorginge beigetragen. Vertiefte Erkenntnisse 
iiber den Aktivierungsmechanismus der Enzyme und seiner mig- 
lichen Stérung werden sich fiir die Erforschung des Krebsproblems 
sehr fruchtbringend erweisen; unterstiitzt wird diese von der Vor- 
stellung iiber die synthetischen Vorgiinge in der Krebszelle, die 
sicher fiir die energetische Bilanz des gesamten enzymatischen 
und vitalen Ablaufes in krebskranken und von der malignen Ge- 
schwulst nicht direkt ergriffenen Zellen, von ausschlaggebendem 
Kinflu8 sind.’) 

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Untersuchung veran- 
schaulichen auffallende Unterschiede der Aktivierbarkeit 
der Phosphatase gegentiber MgCl,. Im Krebsorganismus unterliegt 





1) Philadelphia, im Oktober 1933. 

2) Diese Z. 219, 115 (1933). 

8) Vgl. dazu P. Rondoni u. L. Pozzi, Diese Z. 219, 23 (1933). Weitere 
Literatur dort angegeben. 
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' die Phosphatase der Niere, des Muskels, des Blutes und des 
- Tumors selbst, funktionellen Verinderungen, die sich ihrerseits 


wieder in den allgemeinen Stoffwechselvorgingen des Organismus 
entscheidend auswirken miissen. Der gesetamiBigen Abnahme der 
Phosphataseeigenaktivitit in dem alternden Tumorgewebe geht 
eine Verringerung der phosphata- 
tischen Wirkung im Muskel parallel. 
Die Muskelphosphatase des kran- 
ken Organismus unterschreitet im 
Laufe der Tumoralterung den Nor- 
malbetrag, der im gesunden Mvs- 
kel gemessen wird. Diese generelle 
Enzymbewegung wiahrend der Tu- 
moralterung laBt sich ausdriicklich 
verfolgen. In der Niere, die im ‘ ; 

Krebsorganismus erhéhte phos- eo. ere 
phatatische Wirkung zeigt, beob- | 
achtet man ebenso einen gewissen 4% Parenctym Cewebe ———> 


Abfall der EKigenaktivitat, der aller- — Tumoralterung und Phosphatase- 
bewegung der Niere, des Muskels und des 


dings nicht sehr ausgepragt er- Tumors ; Phosphatasewirkung gemessen 
scheint und innerhalb gewisser als Eigenaktivitit. 
Grenzen varuert. 

Hand in Hand mit der Umstellung des gesamten enzymatischen 
Stoffwechselvorganges im Tumororganismus erfolgt auch eine Ver- 
schiebung der Aktivierungsverhiltnisse, wie es an der Arginase 
im besonderen nachgewiesen und in der ersten Mitteilung dieser 
Untersuchungsreihe’) berichtet wurde.’) 

In dieser Arbeit wird der Nachweis erbracht, daB wir es 
auch im Falle der Phosphatase mit einer ausgedehnten Aktivitits- 
verinderung zu tun haben. Vornehmlich die Verfolgung des Grades 
der dephosphorylierenden Wirkung des Blutes im kranken und 
gesunden Tierorganismus hat zu iiberraschenden Resultaten gefiihrt. 

Ehe darauf naher eingegangen wird, soll noch eine Fest- 
stellung biologischer Natur erwihnt werden, die vielleicht fiir das 
Wesen des enzymatischen Gleichgewichtes von synthetischen und 
destruktiven Vorgiingen in der Zelle von Bedeutung ist. Der 
»Hxperimental Colony“ Rattenstamm aus dem Wistar-Institute, 
Philadelphia, der sich gegen verschiedene Arten von Impftumoren 
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) Vgl. die Ergebnisse der demniichst zu verdffentlichenden Unter- 
suchung von L. Weil. 
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fast absolut resistent verhilt, zeigt eine auffallende Verschieden- 


heit des Phosphatasespiegels der Niere. Die Phosphatasemenge | 


der Niere von krebsimmunen Wistarratten, ist mit der von Normal- 
ratten verglichen, auBerordentlich.erhéht. Wie schon angefiihrt. 
steigt nach dem Einimpfen von Tumorzellen in einen nicht resi- 
stenten Organismus der Phosphatasegehalt der Niere etwas an 
und nimmt wihrend des Wachsens des Tumors wieder langsam 
ab. Es scheint also, daB nach dem Eintragen maligner Krebszellen 
in einen tumorempfanglichen Organismus derselbe trachtet, durch 
Stimulanz der phosphatatischen Kraft, z. B. der Zunahme der 
wuchernden Vorgiinge, ausgleichend zu folgen. Der enzymatische 
Apparat eines an Krebs erkrankten Kérpers muB sich also auf 
eine spezifische Energieverteilung einstellen, die, infolge einer 
Unterbrechung des normalen Aktivierungsmechanismus, zugunsten 
der synthetischen Prozesse der bésartigen Neubildung ausfillt. 
In 2 Fallen der Untersuchungsreihe mit Wistarratten, in denen 
die verimpften Tumorzellen zur Geschwulstbildung fiihrten, erscheint 
auch der Phosphatasegehalt der Niere bedeutend herabgesetzt. 
Die Phosphatase der Niere und des Muskels gesunder 
Ratten des im hiesigen Institut verwendeten Albinostammes er- 
weist sich als vollaktiv. In der Niere neoplasmatischer Tiere 
hingegen wird die Glycerophosphatase nur zu ungefahr 30°), 
aktiv angetroffen, wihrend der Tumor selbst viel héher aktivere 
Phosphatase aufweist. Im Blute aber, das im krebskranken Orga- 
nismus eine ausgepragte Vermehrung an Phosphatase zeigt, aindert 
sich das Bild des Aktivitaétszustandes kontrir zu dem der Niere. 
Die Vergré8erung der dephosphorylierenden Kraft tumorkranken 
Blutes, die schon H. D. Kay?) in seinen Untersuchungen iiber 
Plasmaphosphatase von Menschen beobachtete, erreicht in Ratten- 
blut viel auffallendere Werte; sie erreichen im Falle einer An- 
wesenheit von Driisen- oder Knochenmetastasen ein Maximum. 
Die Phosphatasewerte der Eigenaktivitit resistenter Wistarratten 
unterscheiden sich dagegen gar nicht von denen der Normalratten. 
AuBer dieser groBen Zunahme der Phosphatase im Blute krebs- 
kranker Tiere beobachtet man eine mehr als doppelte Erhéhung 
des Grades der Eigenaktivitit. Und zwar hat es den Anschein, 
als ob, mit der Abnahme des Aktivierungsgrades in der Niere 
verglichen, der Phosphataseaktivator von der Niere her in das 
Blut beférdert wiirde. Ob es sich tatsiichlich um eine Vermehrung 


1) J. of biol. Chem. 89, 235 u. 249 (1930). 
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; . . . . 
' der Phosphatase an sich, oder um eine Zunahme von aktivierungs- 


= 


fihigem Magnesium aus dem im Blut vorhandenen und wahr- 
scheinlich zum gré8ten Teil gegen Phosphatase indifferenten Betrage 
handelt, oder aber um eine Aktivatorneubildung, werden weitere 
Versuche entscheiden. Der quantitative Vergleich der dephosphory- 
lierenden und phosphorylierenden Kraft verschiedener Zellen im 
gesunden und krebskranken Organismus, im Zusammenhang mit 
der Frage iiber das oben erwdhnte Energiegleichgewicht, wird 
eine lohnende Aufgabe sein, die in Angriff genommen werden wird. 


Experimenteller Teil. 
1. Tumoralterung und Phosphatasebewegung. Der in allen hier 


beschriebenen Untersuchungsreihen angewandte Tumortyp war ein fibro- 
sierendes Sarkom, wie es in der ersten Mitteilung unter der Bezeichnung 
Philadelphia 1 beschrieben wurde. 


Die dephosphorylierende Wirkung der Knochen, die an dem allge- 
meinen Haushalt der Phosphatase wesentlich beteiligt ist, wurde in diese 
Untersuchungen nicht einbezogen. Das Untersuchungsmaterial wurde nach 
der Exstirpation rasch in fliissigem Stickstoff gefroren und dann pulverisiert. 
Die fein zerkleinerte Probe in 10 Teilen 90°/, igem Glycerin suspendiert: 
im Falle des Muskels und des Tumors waren jeweils 4,0 ccm, von der 
Niere 2,0—3,0 cem Suspension angewandt; 10,0 ccm 0,01 mol. Na-glycero- 
phosphat, enthaltend 4,0 ccm 0,1 mol. Veronalpuffer von py = 8,8; Gesamt- 
volumen 20,0 cem; Verdauungszeit: 3 Stunden bei 30°; Reaktion unter- 
brochen durch Zusatz von 5,0 cem 5°/, iger Trichloressigsiure zu 10,0 cem 
des Ansatzes; die abgespaltene Phosphorséiure wurde in 10,0 cem des Fil- 
trates nach G. Embden bestimmt. Angaben bedeuten /(monomol.) und 
beziehen sich auf 1,0 g Acetontrockengewicht; P = parenchymatdser, 
N = nekrotischer, F = fibréser Anteil in Prozent. 























N Tumor Muskel Niere 

80 20 -_ 0,01654 om 0,08800 

70 30 —_ 0,01040 0,00320 0,09680 

40 55 5 0,00690 0,00433 0,01266 

40 40 15 0,00800 0,00500 0,05770 

35 60 5 0,00208 0,00283 0,03600 

35 25 40 0,00433 0,00333 0,07500 

30 60 10 0,00633 0,00173 0,08800 
30 50 20 0,00633 0,00366 — 

30 55 15 0,00600 0,00196 0,07200 

25 50 25 0,00393 0,00466 0,01754 

20 75 5 0,00940 0,00163 0,11933 

15 70 15 0,00310 0,00140 0,10200 

Normaltier 0,00310 0,03100 

2 0,00283 0,06283 

‘ 0,00293 0,05800 

0,00208 0.04330 
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2. Phosphatasegehalt tumorresistenter Wistarratten. 


Priipa- 
rierung des Versuchsmaterials und Bestimmungsansitze wie vorhergehend 
beschrieben. Angaben bedeuten & (monomol.) und beziehen sich auf 1,0¢ 
Acetontrockengewicht. 





















































' S = 2 <q + ‘ 

A-ol & oon ie =| 5 & P ve 

£¢ E Zz ee F g E Muskel | Niere | Tumor | P| S|] N 
® om 

Bel ¢ |] ¢ [gta] &® AP ae “a 
50 | — | 0,7 — | — _ | 0,00823 | 0,01008 |  — 

50 | — | 0,5 — | — _ | 0,00173 | 0,09680 | — 

50 | — | 0,4 — | —_ | 0,00280 | 012698 — 

so | — | 0,5 15 1*) | 0,00070 | 014955} — 

1021}— }0,5 |. 18 1 | 0,00336 | 013265) — 

116 | 31/100] 25 i | 0,00323 | 0,02926 | 0,00596 | 60 | 40 
s9 | — | 0,4 15 | 10**) | 0,00208 | 016946] — 

103 0,5 18 10 0,00283 | 0,16106 — 

94 0,5 18 10 0,00206 | 0,13725 — 

100 0,5 15 | 256***)1 0,00250 | 0,14070 } 9 — 

1128 | — | 0,8 25 256 0,00500 | 0,15166 —_ 

125 19,0}1,0()] 25 | 256 0,00230 | 0,07500 | 0,00283 | 30 | 20] 50 


—_— 


Zur histologischen Charakterisierung des Sarkoms Philadelphia | 
vgl. Diese Z. 219, 121 (1933). 
Dieser transplantable Rattentumor stellt ein bésartiges, rasch wachsen- 
des Crockersarkom dar, von sehr fester Struktur. 
Zur pathologisch-anatomischen Analyse des Carcinoms Walker 256 
vgl. Diese Z., a. a. O. 


3. Phosphatase im Blute verschiedener Herkunft. Nach H.D. Kay’ 





liegt die Hauptmenge der Phosphatase des Blutes in den Erythrozyten vor. 
Um die Gesamtmenge des im Blute vorhandenen Phosphatasegehaltes be- 
stimmen zu kénnen, wurde das Blut sofort in einen gréBeren Uberschu! 
Wasser laufen gelassen, wodurch erreicht wird, daB man quantitativ ver- 
gleichbare himolysierte Lésungen erbiilt; es trat in keinem Fall Gerinnung 
ein. Fiir die einzelnen Versuchsreihen wurden gleichalterige Tiere ver- 
wendet, die mittels Ather leicht narcotisiert waren. Die Brusthéhle wird 
mit einem Schnitt geéffnet und durch Sondierung des Herzens so rasch als 
méglich das Blut entnommen. In einer gré8eren Anzahl Versuche wurde 
gleichzeitig der Betrag an roten Blutkérperchen ermittelt und mit den 
erhaltenen Phosphatasewerten verglichen, ohne daB eine gesetzmibige 
Abhingigkeit zwischen Erythrozyten Zahl und Phosphatasegehalt festgestellt 
werden konnte. 

Gewéhnlich wurden 2,0 cem Blut mit 8,0 cem Wasser himolysiert: 
10,0 cem 0,01 mol. Na-glycerophosphat, enthaltend 4,0 cem 0,1 mol. Veronal- 
puffer von px = 8,8; Gesamtvolumen 20,0 ccm; Verdauungszeit in den ver- 
schiedenen Versuchen: 17—24 Stunden bei 30°; Reaktion unterbrochen 


» -a.a. 0. 
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durch Zusatz von 5,0 cem 5°/,iger Trichloressigsiure zu 10,0 cem des An- 
satzes; die abgespaltene Phosphorsiure wurde in 10,0 ccm des Filtrates 
nach G. Embden bestimmt. Angaben bedeuten &(monomol.) und beziehen 
sich auf 1,0 ccm Blut, im Falle des menschlichen Venenblutes auf 1,0 g. 














Albinoratten | Albinoratten | Wistarratten 
nicht inokuliert mit immuner Gesunde manent 

inokuliert | Philadelphia 1] Stamm Menschen | Menschen’) 
0,000126 0,000574 0,000128 0,000018 0,000028 
0,000102 0,000545 0,000161 0,000022 0,000042 
0,000152 0,000484 0,000143 0,000017 0,000027 
0,000104 0,001308 0,0001638 0,000023 0,000029 
0,000183 0,000608 0,000153 0,000041 
0,000148 0,000918 0,000188 0,000025 
0,000147 0,000159 0,000240 0,000086 
0,000132 0,000489 0,000132 0,000218 
0,000111 0,000275 0,000200 0,000033 

0,000895 

0,000477 

0,000150 

0,000277 

0,000211 














4. Aktivitatszustand der Phosphatase im Blute gesunder und 
krebskranker Ratten. Vorhergehende Aktivierungsversuche mit MgCl, 
an Blut normaler Albinoratten haben gezeigt, da8 bereits eine 0,005 mol. 
MgCl,-Konzentration geniigt, um die Phosphatase vollstindig zu aktivieren. 









































Albinoratten nicht Albinoratten inokuliert 
inokuliert Aktivitit mit Sarkom Phila. 1 Aktivitat 
ohne Mg-Salz| mit Mg-Salz] —‘“/o__ ohne Mg-Salz) mit Mg-Salz|  °/, 
250 g Ratten | 

0,000087 | 0,000240 36,2 0,000194 | 0,000300 64,5 

0,000076 | 0,000202 37,6 0,000626 0,000642 97,5 

0,000095 — 0,000226 43,1 0,000402 0,000462 87,0 

0,000121 | 0,000266 45,2 0,000172 0,000247 70,3 

0,000080 | 0,000216 36,3 0,000130 | 0,000267 48,7 

0,000360 | 0,000562 64,0 

50 g Ratten : : pray 

0,000360 | 0,000512 0,3 

0,000162 | 0,000416 38,9 0,000190 0,000224 34’ 

0,000112 — 0,000880 | 29,5 0,000200 | 0,000374 58,5 

pee | Seen ro 0,000510 0,000592 86,1 
? ? ’ 
0,000126 | 0,000270 46,6 


) In den meisten Fallen handelt es sich um Adenocarcinome und 
Carcinome der Prostata. Wie schon im theoretischen Teil angegeben, liegen 
in den 2 Fiillen mit sehr erhéhter Phosphatasekonzentration fortgeschrittene 
Metastasen der Knochen vor. 





Franz Kéhier, Bilanz der Phosphatase. 


104 


Anwendung von héheren Konzentrationen rufen eine Hemmung hervor. 
Fiir die einzelnen Versuchsreihen wurden gieichalterige Tiere verwendet. 
Das Alter hat auf den Aktivierungsgrad der Phosphatase keinen Einfiul, 
wie nachfolgende Tabelle bestatigt. Die Gewinnung und Vorbereitung des 
Blutes wurde wie vorhergehend beschrieben durchgefihrt. In den Ver- 
suchen mit Ratten von 250 g Gewicht wurden 4 cem Blut, in allen 
anderen Fallen 2 ecm verwendet: 10,0 ccm 0,01 mol. Na-glycerophosphar. 
enthaltend 4.0 cem 0,1 mol. Veronalpuffer von py = 8,8: Gesamtvolumen 
20,0 cem: Temperatur 30°; Verdauungszeit 18 Stunden; Reaktion unter. 
brochen durch Zusatz von 5,0 cem 5°), iger Trichloressigsaéure zu 10,0 cem 
des Ansatzes: aktiviert mit 1,0 ecm 0,01 mol. MgCl,-Lésung in einer 
Parallelprobe. Angaben bedeuten & (monomol.) und beziehen sich auf 
1,0 cem Blut. 

5. Aktivitatszustand der Phosphatase in Tumor und Niere 
krebskranker und in der Niere gesunder Ratten. Die maximal: 
MgCi,-Konzentration zur Erreichung der Vollaktivitit wurde durch vorher- 
gehende Versuche ermittelt. Fiir die Phosphatase des Tumors ist die 
doppelte Menge Mg-Salz zur vollistandigen Aktivierung notwendig als wie 
zur Aktivierung der Glycerophosphatase der Niere. Das heift: daB schon 
urspringlich im Tumorgewebe relativ weniger aktivierungsfahiges Mg vor- 
liegt als in der Niere. 

Praparierung des Versuchsmaterials und Bestimmungsansatze wie in 
Tabelle 1 beschrieben. Zur Vollaktivierung der Phosphatase der Niere 
wurde 1,0 cem 0,01 mol MgCi, und fiir die Phosphatase des Tumors 
2,0 eem 0,01 mol. MgCl, verwendet. Angaben bedeuten & (monomol.) und 
beziehen sich auf 1,0 g Acetontrockengewicht. 


a) Albimoratten inokuliert mit Sarkom Philadelphia i. 








Glycerophosphatase 


Glycerophosphatase 
der Niere 


des Tumors Aktiviti: 


ohne Mg-Salz mit Mg-Salz “le 


Aktivitat 
ohne Mg-Salz mit Mg-Salz "le 









































0.02133 0,03666 58,2 0.05620 0.11327 
0,01270 0.01870 67.9 0.03858 0.10708 36.0 
0,02050 0,02020 100,0 0,05026 0,18050 27,8 
b) Albinoratten nicht inokuliert. 
lyeero atase Ni Sa 
# Gly phosph der Niere Aktivitat 
ohne Mg-Salz mit Mg-Salz % 

0.05600 0.05600 100.0 

0.10933 0.11330 96,5 

0.08213 0.08000 100.0 

0.12666 0.12400 100.0 











Uber das Vorkommen von Flavinen in tierischen Geweben. 


Von 


Hans y. Euler und Erich Adler. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1933.) 


Die biologische Bedeutung der Flavine liegt — soweit unsere 
gegenwirtigen Erfahrungen reichen — in ihrer Fahigkeit, unter 
Ubergang in eine Leukoform von Donatoren Wasserstoff auf- 
zunehmen und denselben unter Reoxydation auf Acceptoren zu 
iibertragen. Man kann vermuten, da8 hierauf die Vitaminwirkung 
der freien oder an hochmolekulare Stoffe gebundenen Flavine 
begriindet ist. 

An welchen biologischen Systemen die freien Flavine beteiligt 
sind, ist noch unklar. Banga und Szent-Gyérgyi}) haben ein 
aus tierischen Geweben (Herzmuskel) gewonnenes Enzymsystem 
studiert, in welchem ein Flavin enthalten ist. Bei einem spezi- 
fischen, an einen hochmolekularen Rest gebundenen Flavin, einem 
Flavinenzym, dem ,gelben Ferment“ von Warburg und 
Christian’), ist durch die Untersuchungen der genannten Forscher 
die Oxydo-Reduktionswirkung des Flavinenzyms festgestellt, wenn 
auch noch nicht in allen Teilen aufgeklart. Der prosthetische 
Anteil dieses Enzyms wird selbst reduziert, es entsteht ein 
Leukoflavinenzym, welches seinerseits Wasserstoflatome an ge- 
wisse Wasserstoffacceptoren abgibt, bzw. Sauerstoff aufnimmt. 
Das Flavinenzym wirkt als Katalysator der Oxydation oder Oxydo- 
reduktion (Dehydrierung); seine Oxydoreduktionswirkung ist auBer- 
ordentlich viel gréBer als diejenige der bisher untersuchten freien 
Flavine, die nach Messungen von Wagner-Jauregg und Ruska 
recht schwache Katalysatoren sind. 





‘) Biochem. Z. 246, 203 (1932). 

*} Naturw. 20, 688 u. 980 (1932); Biochem. Z. 254, 438 (1932); 257, 
492 (1933); 266, 377 (1933). 

*) Ber. chem. Ges. 66, 1298 (1933). 
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Aus Hefe, Eiklar und Milch sind Flavine isoliert worden 
(Warburg, Kuhn, Ellinger). Karrer hat aus Milch ein Flavin- 
Praparat gewonnen, welches hier gepriift wurde und bereits in 
Tagesdosen von 27 unter Zugabe von Hefesaft die tibliche Grund- 
kost so ergiinzt, daB normales Wachstum (0,7 g per Tag und Ratte 
erreicht wird, was die héchste mit einem Flavin erzielte Wachs- 
tumswirkung darstellt. Aus Leber hat Karrer?) ein sehr aktives 
flavinhaltiges Priparat hergestellt. Kiirzlich wurden von Stern? 
Angaben iiber den krystallinischen Zustand des Leberflavins gemacht. 
; Uber die Verbreitung der Lyochrome im Tier- und Pflanzen- 

organismus war im iibrigen noch wenig bekannt. Stern*) hat 
vor kurzer Zeit ein Lyochrom im Harn nachgewiesen. Mit 
H. Hellstrém‘*) fand der eine von uns ein Flavin in Eiern von 
Myxine glutinosa und von Seesternen. In Tumoren und einigen 
anderen Geweben haben Bierich, Lang und Rosenbohm®) das 
Vorkommen eines mit Lyochromen in Beziehung stehenden Enzym- 
systems wahbrscheinlich gemacht. 

Vor kurzer Zeit haben Adler und Euler®) eine Untersuchung 
iiber die Verteilung der Flavine in tierischen Organen angestellt. 
welche besonders hinsichtlich der Netzhaut der Augen und hin- 
sichtlich der Corpora lutea erweitert wurde. 

Es existieren bisher noch keine mengenma&Bigen Angaben 
iiber den Flavingehalt tierischer Gewebe. P.Gyérgy, R. Kuhn 
und Th. Wagner-Jauregg‘) stellen in einer Tabelle einige 
Organe und Gewebe nach MaSgabe ihrer Vitamin B,-Wirksamkeit 
zusammen und folgern allgemein, daB die Vitamin B,-Wirksam- 
keit mit dem Flavingehalt parallel geht. Wir haben nun eine 
gréBere Reihe tierischer Organe und Gewebe auf ihren Flavingehalt 
untersucht und kiénnen bestitigen, dai die Vitamin B,-reichsten 
Organe, niimlich Leber und Niere, auch die flavinreichsten dar- 
stellen. Dariiber hinaus wird es von besonderem Interesse sein. 
Einblick zu gewinnen in die Verteilung der Flavine als freie 
Farbstoffe bzw. als hochmolekular gebundene Flavinkomplexe. 
denen in Analogie zu dem von Warburg studierten .gelben 
Ferment* der Hefe vorzugsweise die Funktion von Enzymen de: 
Oxydation oder Oxydoreduktion zukommen wird. Uber die Er- 


1) Karrer u. v. Euler, Sv.Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 11B, Nr. 16 (1933 


*) Naturw. 21, 720 (1933). *} Nature 132, 784 (1933). 
*) Euler u. Hellstriém, Sv. Kem. Tidskrift 45, 180 (1933). 
5) Naturw. 21, 496 (1933). *) Sv. Kem. Tidskrift 46, 276 (1933). 


*) Klin. Wschr. 12. 1241 (1933). 
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gebnisse dieser Untersuchungen, mit denen wir beschiftigt sind, 
werden wir in einer spiteren Mitteilung berichten. 


Methodik. 

Das Gewebe wurde mit der Fleischhackmaschine oder der Schere 
zerkleinert und mit der 10—20 fachen Gewichtsmenge 80°/,igem Aceton 
24 Stunden, der Geweberiickstand noch 2mal mit der jeweils 10 fachen 
Menge 60°/, igem Aceton in der Kilte extrahiert, wodurch eine hinreichend 
vollstindige Extraktion erreicht wird. Die vereinigten Acetonextrakte wurden 
bei kleineren Ansiitzen direkt, bei gréBeren nach dem Einengen im Vakuum 
mit Petrolither ausgeschiittelt; die Petrolitherschicht wurde mit Wasser 
gewaschen. Die vereinigten wiBrigen Phasen enthalten nun die Gesamtmenge 
der Lyochrome und sind durch deren charakteristische Fluorescenz (beobachtet 
im gesammelten Lichtstrahl einer Kohlenbogenlampe) ausgezeichnet. 

Die Fluorescenzintensitét der wiBrigen Phasen aus den 
Gewebeextrakten laBt einen SchluB auf ihren Flavingehalt zu und 
unter Beriicksichtigung des Volumens der wiBrigen Lisung und 
der angewandten Gewebemenge kommt man zu einer Beurteilung 
des Gesamtflavingehaltes des untersuchten Gewebes. Wir haben 
uns fir diese quantitative Schatzung der Flavinkonzentration eine 
Verdiinnungsskala in geometrischer Reihe aus reinem Lactoflavin 
hergestellt und vergleichen die zu untersuchende Lésung mit den 
Lactoflavinstandardlésungen hinsichtlich ihrer Fluorescenzintensitat 
bei p,, 7. Dabei wird allerdings die Voraussetzung gemacht, dab 
der Gewichtseinheit Lactoflavin einerseits und Flavin aus ver- 
schiedenem Gewebe andererseits die gleiche Fluorescenzintensitat 
zukommt und daB ferner die Fluorescenz in den zu untersuchenden 
Lésungen durch Begleitstoffe nicht wesentlich beinfluBt wird. Mit 
Riicksicht auf diese nicht bewiesenen Voraussetzungen beschrinken 
wir uns bei der Angabe des Flavingehaltes auf eine gruppen- 
miBige Einteilung und kommen so im wesentlichen zu 6 Gruppen. 


Gruppe I: Gesamtflavingehalt 10—20y pro Gramm Frischgewicht 


Gruppe II: 5—10 7 
Gruppe III: - 1—5 7 
Gruppe IV: ‘ 0,5—ly 
Gruppe V: “ 0,025—0,5 y 
Gruppe VI: . <0,025 y 


Wir haben mit Hilfe dieses Verfahrens auch ein Apozymase- 
praparat (d.i. durch Auswaschen von Co-Zymase befreite und wieder 
getrocknete Trockenhefe) aus einer Stockholmer Unterhefe unter- 
sucht und finden einen Flavingehalt von 24 y pro g Trocken- 
substanz. Dieser Wert liegt in derselben Hihe wie die von 
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Warburg und Christian’) fir einige Hefesorten auf spektro- 
photometrischem Wege ermittelten Werte. Die Fluorescenz- 
methode bietet also eine einfache Méglichkeit zur orientierenden 


Beurteilung der Flavinkonzentrationen. 


Ergebnisse. 


Die quantitativen Schatzungen des Flavingehaltes der unter- 
suchten Organe und Gewebe sind in der folgenden Tabelle zu- 
































sammengestellt. 
Gesamtflavin- Gesamtflavin. 

Untersuchtes Material] gehalt in 7 Untersuchtes Material] gehalt in 

pro g Frischgew. pro g Frischgev. — 

Leber (Rind) 10—20 Auge (Rind) 

Niere 10—20 Netzhaut oo 

Widincines 5—10 Pigmentepithel 0,5— 1,0 

Corpus luteum 5—10 Auge (Schaf) 

Geiien - Netzhaut 1— 5 

Ovsitiies, : eta ted 0,5— 1,0 
Stroma a: Auge (Kaninchen) 0,025— 0,5 
Follikelwand 0,025— 0,5 Auge (Huhn) 1— 5 
Follikelsaft < 0,025 Auge (Fische) 10—20 

Milz (Rind) 0,5— 1,0 vgl. unten 

Lunge ~ 0,5— 1,0 Blut (Rind) 

Hypophyse Vollblut < 0,025 
Vorderlappen 0,5— 1,0 Serum <0,025 
Hinterlappen 0,025— -0,5 Roux-Sarcom (Huhn) 0,5— 1,0 

Plazenta (Mensch) 0.5— 1,0 Jensen-Sareom (Ratte) 0,025— 0,5 


Besonders in Riicksicht auf die Wirkung der Flavine als 
Vitamine B, ist die Tatsache bemerkenswert, daB das Blut (beim 
Rind) kaum nachweisbare Mengen Flavin enthalt. Im Zusammen- 
hang mit diesem Ergebnis sollen noch Fiitterungsversuche mit 
Fiavinen angestellt werden, um iiber die Speicherung und die 
Bilanz des Vitamins B, Aufschliisse zu erhalten. 

Flavine in Fischaugen. Gelegentlich einer anderen Unter- 
suchung wurde die Beobachtung gemacht, daB die Netzhaut des 
Auges einer Reihe von Fischen durch einen verhiltnismaBig hohen 
Flavingehalt ausgezeichnet ist. Die bisher untersuchten Fisch- 
augen lassen sich nach ihrem Flavingehalt einteilen in Gruppe I: 
15—20 7 Flavin prog Netzhaut (Frischgewicht): Schellfisch, Wei8- 
ling, Barsch, Zander, Renke, Makrele, Dorsch, Quappe. Gruppe IJ: 
etwa 0,57 Flavin pro g Netzhaut: Hecht, Acanthias vulgaris. 





1) Biochem. Z. 266, 277 (1933). 
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Die Flavinkonzentration in der Retina von Gruppe I liegt 
also mindestens ebenso hoch wie die der flavinreichsten Organe 
des Saiugetierorganismus und erscheint besonders erhéht im Ver- 
gleich zum Flavingehalt anderer Fischorgane; z. B. enthilt die 
Niere des Schellfisches nur etwa 0,5—1 7 Flavin pro g Frischorgan. 

Das Flavin des Fischauges ist in der Retina lokalisiert; weder 
aus Linse noch aus Glaskérper, noch aus Cornea, Sclera und 
Chorioidea lassen sich nachweisbare Mengen fluorescierender Stoffe 
extrahieren. Die Extraktion aus der Netzhaut gelingt am besten 
mit wiBrigem Aceton. Nach Verteilung gegen Petrolither laBt 
sich der Farbstoff aus der angesiuerten wifBrigen Phase durch 
Adsorption an Fasertonerde und Elution mit Wasser—Methanol- 
Pyridin anreichern. Durch anschlieBende Alkohol- und Aceton- 
fillung gelangt man zu gelben Liésungen mit intensiv griiner 
Fluorescenz; ihr Absorptionsspektrum zeigt im Sichtbaren ein 
deutliches Maximum bei 447 muy (vgl. 

Fig. 1) und der Farbstoff besitzt die 75 a , | 
charakteristischen Flavineigenschaften: 4 [| \f 4 
die Fluorescenz verschwindet bei mine- | 














ralsaurer Reaktion, ebenso bei Zusatz | j 
von Alkali und tritt beim Ansiuern mit j 
Essigsiure wieder auf. Natriumhydro- : | | 1 
sulfit reduziert den Farbstoff in alka- $00 4890 + OA 
lischer Lésung zur Leukoform, beim Fig. 1. 
Schiitteln mit Luft tritt die gelbe Absorptionskarve 

« ed . z des Flavinextraktes 
Farbe, nach dem Ansiuern mit Essig- von Schellfisch-Retina. 


siure auch die Fluorescenz wieder auf. 

Es konnte nachgewiesen werden, dab in der Netzhaut des 
Fischauges Flavin nicht an hochmolekularen Trager gebunden, 
sondern in freier, dialysierbarer Form vorliegt: 


Die Retinae von 10 WeiBfischaugen wurden bei 0° (zur Vermeidung 
bakterieller Zersetzungsvorgiinge) mit 30 cem Wasser extrahiert. Je 15 ccm 
des wi8rigen Extraktes wurden aus Collodiumschliuchen a) gegen 30 ccm 
dest. Wasser bei 0°, b) gegen flieBendes Wasser von 5° 12 Stunden dialy- 
siert. In der AuBenfliissigkeit der Dialyse a) befindet sich intensiv griin 
fluorescierendes Flavin. Die Innenfliissigkeit von Dialyse b) wurde mit 
Methanol gefillt, eine Stunde auf 80° erwiirmt und klar filtriert. Im Filtrat 
war keine Fluorescenz zu beobachten. 


Es ist naheliegend anzunehmen, daB dem freien Flavin in 
der Netzhaut eine besondere physiologische Aufgabe zukommt, 
die mit seiner Fluorescenz und der damit verbundenen Kignung zur 
Auslisung lichtsensibilisierter Reaktionen in Zusammenhang steht. 
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Die Morphologie der Netzhautpigmente und deren Beteiligung 
an den Bewegungsvorgingen der Sehelemente bei verschieden 
intensiver Lichteinwirkung ist gerade bei einigen Fischen recht 
eingehend studiert worden’), jedoch ist den Untersuchern die 
Anwesenheit des Farbstoffes, den wir jetzt als Flavin erkannt 
haben, offenbar entgangen. Man muf annehmen, daB dies auf der 
leichten Auswaschbarkeit des Flavins mit den wiBrigen Fixierungs- 
und Farbelésungen beruht. Es erscheint aber durchaus méglich. 
da8 an Gefrierschnitten des frischen Auges auch das Flavin einer 
histologischen Beobachtung zuginglich gemacht werden kann. 

Flavin und blau fluorescierender Stoff in Corpus luteum-Extrakten. 
Das Vorkommen von Flavin im Gelbkérper ist bei der allgemeinen 
Verbreitung der Flavine nicht weiter verwunderlich; wir wollen 
es aber trotzdem gesondert besprechen, weil wir bei der Unter- 
suchung des Corpus luteum auf eine Erscheinung stieBen, dic 
sich zwar auch bei anderen Geweben wiederfand, hier aber be- 
sonders deutlich hervortrat. Extrahiert man einen zerkleinerten 
Gelbkérper (aus Kuhovarium) 2 mal je 12 Stunden mit Aceton, so 
zeigt die klar filtrierte Acetonlésung keine rein griine Flavin- 
fluorescenz sondern man sieht an der Einfallstelle des Lichtstrahls 
eine leuchtend blaue Fluorescenz, die erst innerhalb der Lésung 
von der griinen abgelést wird. Bisweilen herrscht die Blaufluorescenz 
in iiberwiegendem MaB8e vor, so daB man nur an der Austrittsstelle 
des durch die Lésung gesandten Lichtstrahls noch griine Fluorescenz 
beobachtet. Wird der Acetonextrakt eingeengt und gegen Petrol- 
ither verteilt, so bleibt der blau fiuorescierende Stoff in der 
waBrigen Phase. Man kann die blaue Fluorescenz auch erhalten 
bei Extraktion von Netzhauten verschiedener Herkunft (ausgenommen 
sind Netzhiute aus Fischaugen) und in untergeordnetem Mabe 
aus fast allen untersuchten Geweben; sie tritt am deutlichsten 
zu Tage, wenn man die Extraktion in der beschriebenen Weise 
mit Aceton vornimmt. 

Es sollte versucht werden, einen Einblick in die Entstehungs- 
bedingungen dieses Stoffes zu gewinnen und insbesondere fest- 
zustellen, ob er mit dem griin fluorescierenden Flavin in Zusammen- 
hang steht. Extraktionsversuche unter yerschiedenen Bedingungen. 
so unter Ausschlu8 von Licht, Extraktion in Stickstoff- oder Kohlen- 
siureatmosphiire, teils im Tageslicht, teils im Dunkelraum, lieferten 
zwar Resultate, die nicht einheitlich zu deuten waren, aber es 


1) Vel. W. Wunder, Z. vergl. Physiol. 11, 749 (1980). 
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ist zweifellos, da8 die Gegenwart von Luftsauerstoff und von Licht 
die Ausbildung der Blaufluorescenz in den Lésungen begiinstigt. 
In frisch dargestellten Extrakten, welche die griin und die blau 
fluorescierende Komponente nebeneinander enthalten, findet beim 
mehrtigigen Stehen, auch unter LichtausschluB, eine mehr oder 
weniger ausgeprigte Verstiirkung der Blaufluorescenz unter gleich- 
zeitiger Verminderung der Griinfluorescenz statt, wobei allem An- 
schein nach sich allmahlich ein stationirer Zustand einstellt. In 
solchen blau-griin fluorescierenden Liésungen kann dann weder 
durch Durchleiten von Luft bei saurer oder alkalischer Reaktion 
noch durch Zusatz von H,O, eine weitere Verschiebung der 
Fuorescenz erreicht werden. Diese Tatsachen wiirden dafir sprechen, 
daB der blau fluorescierende Stoff nicht primar im Gewebe ent- 
halten war, sondern ein im Laufe der Extraktion entstandenes 
Sekundirprodukt darstellt. 

Die blaue Fluorescenz scheint nicht von einem einheitlichen 
Stoff herzuriihren, wie schon aus dem Verhalten der Fluorescenz 
bei saurer und alkalischer Reaktion hervorgeht. Siuert man eine 
blaugriin fluorescierende Liésung so stark mit Mineralsiure an, 
daB die griine Fluorescenz verschwindet, so erfahrt die blaue 
Fluorescenz wohl eine deutliche Abschwichung, ohne jedoch ganz- 
lich ausgeléscht zu werden. Dasselbe gilt fiir alkalische Reaktion. 
Im Laufe von Reinigungsversuchen wurden aber auch blau fluores- 
cierende Lisungen erhalten, deren Fluorescenz gegen Siiure und 
Alkali véllig unempfindlich war. Uber die Eigenschaften einer 
solchen gereinigten Lésung, die aus Corpus luteum-Extrakt durch 
wiederholte Fallung mit Methanol und Aceton und Ausschiitteln 
mit Chloroform oder Ather gewonnen wurde, lassen sich folgende 
Angaben machen: 

Die Lésung ist farblos bis blaBgelb, gibt negative Xantho- 
protein-, Millon- und Biuretreaktion; mit Pikrinsiure tritt keine 
Fallung ein, ebensowenig mit Lésungen von Schwermetallsalzen. 

Das blaue Fluorescenzlicht erzeugt auf der photographischen 
Platte eine breite kontinuierliche Schwarzung, Max. 435 my. Die 
lichtelektrischen Messungen der Ultraviolett-Absorption wurden 
bei verschiedenen Aciditéten der Lésungen vorgenommen. 2 Auf- 
nahmen, bei p,, 4,5 bzw. 8,5 gaben folgendes Bild (vgl. Fig. 2 u. 3). 

Die blaue Fluorescenz verschwindet weder beim Erwirmen 
in alkalischer noch in mineralsaurer Liésung auf 100°, ist be- 
stindig gegen Brom in alkalischer Lésung, ebenso gegen Hydro- 
sulfit, wie auch gegen Zinkstaub in LHisessig. 
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Der. blau fluorescierende Stoff dialysiert rasch durch Collo- 
diummembran. Er ist weder aus neutraler noch aus saurer Lésung 
vollstindig an Fasertonerde adsorbierbar; der adsorbierte Ante] 
laBt sich mittels Pyridin—Methanol—W asser wieder eluieren. 

Da eine weitgehende Anreicherung des Tragers der blauen 
Fluorescenz bisher noch nicht gelungen ist, geben wir diese 
experimentellen Befunde hier wieder, ohne weitere Schliisse auf 
die Natur dieses Stoffes zu ziehen. Es besteht jedoch Grund zur 
Annahme, daB es sich um ein Derivat des Flavins handelt, was 
besonders durch folgenden Versuch gestiitzt wird: Bestrahlt man 
eine wiBrige neutrale Liésung von reinem Lactoflavin mit dem 
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Fig. 2. Fig. 3. 
Fluorescenz- Spektrum Blau-fluorescierende Substanz in waBr. 


Lés. a fiir Py = 4,5; 6 fir py = 8,5. 


Lichte der Quarzlampe (Abstand der Quarzkiivette 15 cm), so 
findet nach 6—10 Minuten eine vollstandige irreversible Aus- 
bleichung der gelben Liésung statt. Die farblose Lésung zeigt 
aber nun eine deutliche Blaufluorescenz, die bei saurer und alkali- 
scher Reaktion verschwindet. Aus der geringen Intensitat dieser 
blauen Fluorescenz ist wohl zu schlieBen, daB die Bildung des 
blau fluorescierenden Stoffes bei der Flavinbestrahlung nur eine 
in geringem Umfang vor sich gehende Nebenreaktion darstellt. 
Aus orientierenden Versuchen hat sich ergeben, daB die Licht- 
bleichung von Flavinen durch die Gegenwart gewisser Metall- 
salze (Fe, Zn) beschleunigt wird, wihrend Cu offenbar einen 
schiitzenden Einflu8 ausiibt. Es ist nicht ausgeschlossen, daB die 
Anwesenheit von Schwermetall eine Rolle bei ‘der Bildung des 
blau fluorescierenden Stoffes spielt. 
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Uber das Violacein, 
den violetten Farbstoff des Bacillus violaceus. I. 


Von 
Fritz Wrede und Alexander Rothhaas, 
Mit 3 Figuren auf Tafel I. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie der Universitat Greifswald.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Dezember 1933.) 





Bei der Untersuchung einiger Bakterienfarbstoffe sind hin- 
sichtlich der chemischen Konstitution und des biologischen Ver- 
haltens wertvolle Ergebnisse gesammelt worden. Diese Erfolge 
gaben uns Anlaf, einen weiteren Bakterienfarbstoff, den des Bac. 
violaceus, zu untersuchen. Wir hoffen, durch das Studium einer 
syiBeren Anzahl solcher Farbstoffe zu einer Vorstellung von der 
Bedeutung dieser eigentiimlichen Substanzen fiir das biologische 
Geschehen der betreffenden Mikroorganismen zu kommen. 

Der Bac. violaceus wird haufig in FluB- oder Leitungswasser 
angetroffen. Er ist ein schlankes, bewegliches Stabchen, das 
einzeln, aber auch zu langeren Faden vereinigt, auftritt. Die 
Kulturen sind dunkelwolett gefairbt. Irgendwelche pathogenen 
Eigenschaften sind nicht bekannt. Interessant ist die Beobach--~ 
tung, daB der Bac. violaceus als ,Amme* fiir Influenzabazillen 
dienen kann, d. h. daB er selbst oder seine Stoffwechselprodukte 
das Wachstum von Influenzakulturen verstiirken kénnen.") 

Es ist schon friiher versucht worden, das ,,Violacein“ in reiner 
krystallisierter Form zu gewinnen und zur Analyse zu bringen. 
Ph.Lasseur und F.Girardet?), sowie J. Reilly und G. Pyne®*) 
gelang es, den Bacillus in gréBerem MaBstab zu ziichten und aus den 
Kulturen das Violacein als amorphes Pulver abzuscheiden. Das 
so gewonnene Produkt, an dessen Reinheit und Einheitlichkeit 
gezweifelt werden muB, wurde nicht weiter chemisch untersucht. — 
F. Kégl bringt eine Notiz in dem Handbuch f. Pflanzenanalyse *), 


*) Handb. d. Path. Mikroorganismen (Kolle, Kraus, Uhlenhut) 8, 
1279. Verlag G. Fischer, Jena, 1928. 
*) Contribution 4 l'étude des pigments microbiens, Nancy (ohne 
Jahreszahl). 8) Biochemic. J. 21, 1059 (1927). 
*) (Klein), Bd. III, 2, S. 1443, Verlag J. Springer 1932. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. OCX XIII. 5 
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daB das Violacein durch griindliche Reinigungsmethoden krystalli- 
nisch gewonnen werden kénne. Es soll nach seiner Angabe die 
Formel C,,H,,O,N, oder C,,H,,0,N, haben. Diese Formeln kénnen 
wir, wie nachher gezeigt wird, jedoch nicht bestitigen. 

Die Ziichtung des Bacillus in groBem MafSstabe machte an- 
fangs erhebliche Schwierigkeiten; sie gelang uns nicht in befriedi- 
gender Weise nach den Angaben von Reilly und Pyne oder 
auch nach Kégl. Uber unsere erfolgreiche Ziichtungsmethodik 
wird demnichst an anderer Stelle berichtet werden. — Das stark 
gefarbte Bakterienmaterial lieB sich mit Alkohol und Ather vom 
Farbstoff befreien; der Farbstoff krystallisierte aus Pyridin in 
prachtvollen Nadeln (vgl. Figur auf Tafel I. Er gab nach mebhr- 
fachem Umkrystallisieren Analysenwerte, die fiir die Forme! 
C,,H,,O,N, oder C,,H,,O;N, sprechen.’) Weder der freie Farb- 
stoff noch seine Salze sind in Wasser léslich; am besten lést er 
sich in Pyridin (zu ungefahr 0,5°/,), auch in heiBem Eisessig und 
in Alkohol, weniger gut in Aceton. Von Mineralsiuren wird ein 
Molekiil addiert, so da8 angenommen werden kann, daf von den 
5 oder 6 Stickstoffatomen nur eins basischen Charakter hat. 

Der Farbstoff lést sich mit sehr intensiver, tintenahnlicher 
Farbe. Auf Zusatz von viel Mineralsiiure zu der (alkoholischen) 
Lésung erfolgt Farbumschlag nach Griin; beim Neutralisieren 
dieser Lésung wird die urspriingliche blaue Farbe zuriickgebildet. 
Das krystallisierte Violacein zeigt, in Alkohol gelést, breite diffuse 
Absorption im Rotgriin ab 650, starke Streifen von 607—566 uu: 
die Beschattung setzt sich fort bis 532 wu. Das Maximum der 
Absorption ist sehr unscharf und nicht genau bestimmbar. 

Das Violacein nimmt bei der katalytischen Hydrierung mit 
Palladium—Kohle in Eisessig 14 oder evtl. 16 Atome Wasserstoff auf, 
dabei erfolgt vollstiindige Entfarbung. Das so hydrierte Produkt 
wird beim Stehen an der Luft nicht wieder zum urspriinglichen 
Farbstoff reoxydiert.”) Mit Zinkstaub wird eine Lésung des Viola- 
ceins in Essigsiiure oder in Pyridin (unter Zusatz von ganz wenlg 
Kssigsiure*) nach kurzer Zeit entfarbt; das Filtrat wird bei mehr- 
stiindigem Durchleiten von Luft wieder zum blauen Farbstofi 
reoxydiert (die Reoxydation geht in der Eisessiglésung nur nach 
Zusatz von viel Pyridin vor sich). Jodwasserstoff—Eisessig (unter 


1) Violacein ist frei von Schwefel und Phosphor. 

*) Bei Verwendung anderer Katalysatoren wurden auch andere Mengen 
Wasserstoff verbraucht. 8) R. Kuhn u. A. Winterstein, Ber. chem. 
Ges. 65, 1742 (1932); 66, 1741 (1933). 
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Zusatz von Jodphosphonium) bewirkt beim Erwarmen Entfarbung. 
Die Wirkung anderer Reduktionsmittel (schweflige Siure, Natrium- 
hydrosulfit, Natriumamalgam) ergab kein klares Bild, da ja der 
Farbstoff nicht wasserléslich ist und in alkalischer Lésung sofort 
zersetzt wird (vgl. unten). 

Durch Oxydationsmittel wird der Farbstoff schnell verandert: 
eine Lésung in Kisessig wird durch Chromsaure und Ubermangan- 
siure schon in der Kalte sofort entfirbt, durch Perhydrol nach 
kurzer Zeit beim Erwarmen. 

Methoxyl- und Methylimidgruppen konnten im Violacein nicht 
nachgewiesen werden. Nach der Einwirkung von Diazomethan 
auf Violacein waren die entsprechenden Priifungen dagegen positiv. 

Bemerkenswerte Veriinderungen wurden bei der Kinwirkung 
von Alkali auf den Farbstoff beobachtet: Violacein lést sich 
spielend mit intensiv smaragdgriiner Farbe in Natronlauge (nicht 
in Soda). Die griine Lésung wird nach wenigen Minuten schmutzig 
braun, dann orangerot. Die Umfirbung wird durch Erhitzen 
wesentlich beschleunigt. Diese rote Lésung (die in starker Ver- 
diinnung kraftig fluoresciert) blaBt im Verlauf yon Tagen zu einem 
schmutzigen Braungelb ab, wobei sich huminartige Substanzen 
abscheiden. Wird die rote alkalische Lésung angesiuert, so fillt 
ein griinlich gefairbter, amorpher Niederschlag aus, wobei die 
Lisung sich entfirbt. Dieser Niederschlag firbt sich schnell 
dunkel; er lést sich in Ather, die Atherlésung wird an der Luft 
bald blau, die Farbung entspricht aber nicht der des Violaceins. 
Der amorphe Niederschlag lést sich in Natronlauge sofort wieder 
mit orangeroter Farbe; er gibt mit Essigsiureanhydrid und Natrium- 
acetat ein sehr schén krystallisiertes Acetylderivat von der Formel 
C,,H,,O,N,(C,H,O), oder C,,H,,0,N,(C,H,O), (vgl. unten). 

Wird Violacein mit Essigsiureanhydrid und Natriumacetat 
kurz aufgekocht, so entsteht eine in derben rotbraunen Nadeln 
krystallisierende Substanz C,,H,,0O,N,(C,H,O), oder C,,H,,0,N, 
‘(C,H,O), (vgl. Figur auf Tafel I.) Die der Acetylverbindung 
zugrunde liegende Base diirfte die Zusammensetzung C,,H,,0,N, 
oder C,,H,,O,N, haben. Es ist also bei der Einwirkung des 
Kssigsiureanhydrids eine Acetolyse des Farbstoffes eingetreten; 
die Aufspaltung des Molekiils hat offenbar an derselben Stelle 
elngesetzt wie bei der Einwirkung von Alkali (vgl. oben). 





') Kégl (a. a. O.) gibt an, durch Acetylierung mit Essigsiureanhydrid- 
Pyridin ein Acetylderivat erhalten zu haben, das in haarférmigen Nidelchen 
krystallisiert. 


Q* 
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Die vorliegenden Beobachtungen sprechen dafir, daB im 
Violacein eine oder mehrere phenolische Hydroxylgruppen vor- 
handen sind (griines Alkalisalz), dab weiterhin eine durch Alkali 
und auch durch Essigsiureanhydrid—Natriumacetat leicht spalt- 
bare Bindung (vielleicht ester- oder atherartiger Natur) vorliegt, 
durch deren Sprengung das Molekiil in 2 Teile zerlegt wird. Der 
eine Teil lést sich langsam in Soda mit gelbroter Farbe, leichter in 
Alkali mit orangeroter Farbe (hieraus darf auf das Vorhandensein 
von Carboxyl- und auf phenolische Hydroxylgruppen geschlossen 
werden); bei der Acetylierung nimmt er 5 bzw. 6 Acetylgruppen aut. 

Uber den weiteren chemischen Abbau des Violaceins hoffen wir 
in Kiirze berichten zu kénnen. Wir bitten, uns die Weiterbearbei- 
tung zu iiberlassen. 

Experimentelles, 

Die von den Kulturen abgewaschenen blauschwarz gefirbten 
Bakterienmassen werden mit dem gleichen Volum Alkohol einige 
Stunden digeriert. Dann wird so oft mit Ather ausgeschiittelt, bis 
die waBrige Phase fast farblos ist. Die Ather—Alkohollésung des 
Farbstoffes wird eingedampft, wobei zuletzt im Vakuum gearbeitet 
wird. Nach Entfernen des Athers und Alkohols fallt der Farbstoff 
als fast schwarzes Pulver aus. Es wird iiber Kieselgur abgenutscht. 
Der Riickstand (Kieselgur und Farbstoff) wird im Vakuum ge- 
trocknet, dann am Soxhlet-Apparat 2 Stunden mit Ather von 
fettartigen Verunreinigungen befreit. Die mit dem Farbstoff durch- 
setzte Kieselgur wird mit reinem Pyridin ausgekocht, bis aller 
Farbstoff gelést ist. Die Pyridinlésung wird sorgfialtig filtriert und 
in der Wairme mit dem gleichen Volumen Wasser versetzt. Beim 
Abkihlen krystallisiert der Farbstoff in schénen Nadeln aus. Er 
ist auch nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Pyridin nicht 
ganz aschefrei. Deshalb wird er auf dem Filter mit verdiinnter 
Salzsiure gewaschen, wobei sich das salzsaure Salz des Farb- 
stoffes auf dem Filter bildet. Dieses wird, wie oben, aus Pyridin 
umkrystallisiert, der so krystallisierte freie Farbstoff wird bei 
100° im Vakuum getrocknet. Die Analyse, namentlich die des 
Stickstoffes, muB wegen der Schwerverbrennlichkeit der Substanz 
sehr sorgfaltig durchgefiihrt werden. 

4,845, 4,973 mg Subst.: 12,40, 12,755 mg CO,, 2,10, 2,19 mg H,0. - 
5,05, 4,00 mg Subst.: 0,410 (18°, 772 mm), 0,329 (20°, 772 mm) eem N. 


C,,H,,;0,N, (721,5) Ber. C 69,88 H 4,89 N 9,71 
C5oHyO,N, (854,6) ai » 10,24 , 4,95 ,, 9,88 
Gef. ,, 69,80 ,, 4,85 ,, 9,68 


69,95 ,, 4,93 ,, 9,78. 


”? 9 
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Die Substanz laBt sich auch aus Aceton in hiibschen Krystallen 
gewinnen (vgl. Figur). Zu diesem Zweck wird sie in reinem Aceton 
gelést, die Lésung wird stark eingeengt und mit etwas Wasser 
versetzt. Die beim Stehen ausfallenden Krystalle werden ebenfalls 
bei 100° im Vakuum getrocknet. 

5,109 mg Subst.: 13,07 mg CO,, 2,23 mg H,0. 

Gef. C 69,79 H 4,88. 


Die aus Pyridin erhaltenen Nadeln (aus Aceton derbe 
Drusen) sind fast schwarz gefirbt und zeigen kupferfarbenen 
Metallglanz. Sie lésen sich am besten in heiBem Pyridin, auch 
leidlich in heiBem Kisessig und heiBem Alkohol, weniger in 
Aceton, fast gar nicht in Ather, Chloroform und Petrolither, gar 
nicht in Wasser; der Zersetzungspunkt liegt sehr hoch, oberhalb 
350°, — Uber die Reaktionen mit Mineralsiiure, mit Reduktions- 
und Oxydationsmitteln, ebenso iiber die Zersetzung mit Natron- 
lauge ist im allgemeinen Teil berichtet. 


Hydrierung des Violaceins. 58,5 mg, in 10 ccm Hisessig gelést, 
werden mit Palladiumkohle unter Wasserstoff bei etwa 60° 4 Stun- 
den geschiittelt. Danach ist die Hydrierung offenbar beendet. Ver- 
braucht werden 13,0 com H (reduziert auf 0°, 760 mm), welche 
Menge 160 ccm H bei Annahme eines Molekulargewichtes von 721, 
190ccm H bei Annahme eines Molekulargewichtes von 854 pro 
Millimol entspricht. 

Ber. f. 7 Doppelbindungen: 156,8 ccm H 
Ber. f. 8 Doppelbindungen: 179,2 cem H. 


Violaceinchlorhydrat. Violacein wird einige Stunden wit 
)"/,iger Salzsiure digeriert. Dann wird abgesaugt, mit Wasser 
nachgewaschen und im Vakuum bei 80° getrocknet. Die Analyse 
zeigt, daB nur 1 Molekiil HCl addiert ist. 

5,308 mg Subst.: 13,06 mg CO,, 2,22 mg H,O. — 5,001 mg Subst.: 
0,849 mg AgCl. 

C,,H,,0,N;. HCl (758,0) Ber. C 66,52 H 4,79 Cl 4,68 


C59H20,N,. HCl (890,1) » ae. , 4  , 206 
oe... » 206 « OD. 


Die Substanz lést sich wie das Violacein. Bei der Liésung 
in Alkohol oder Pyridin zeigt sich dieselbe Farbung wie beim 
Lésen des freien Farbstoffes. 

Violaceinsulfat. Das Salz wird ebenso hergestellt wie das 
Chlorhydrat. 
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8,184 mg Subst.: 1,188 mg BaSQ,. 


(C,sH,,0,N,).-H,SO, (1541,1) Ber. S 2,08 
(CsoH303Ng)2-H_SO, (1807,3) i 
Gef. ,, 1,99. 


Auch diese Substanz zersetzt sich erst oberhalb 300°. 


Einwirkung von Essigséureanhydrid—Natriumacetat auf Violacein. 


100 mg krystallisiertes Violacein werden in 10 ccm Essigsiure- 
anhydrid mit 0,2 g trocknem Natriumacetat aufgekocht. Die an- 
fangs blaue Lésung schlagt nach Rot um. Beim Abkiihlen bilden 
sich schéne braunrote Krystalle (vgl. Figur auf Tafel I). Sie werden 
mit Wasser und mit Alkohol gewaschen, nach dem Trocknen aus 
Essigsaiureanhydrid umkrystallisiert und im Vakuum bei 100° 
getrocknet. 

4,875, 5,022 mg Subst.: 11,85, 12,20 mg CO,, 1,81, 1,82 mg H,O. — 
3,855 mg Subst.: 0,294 cem N (20°, 752 mm). 
C4gH,30;N(CzH, 0), = Cq,H,0,3N, (9806) Ber. © 66,11 H 4,11 N 8,57 


C,,;H,,0,N,(C,H,0), = C,;H,,0,,N; (819,6) 33 ” 65,91 ” 4,15 ” 8,55 
Gef. ,, 66,10 ,, 4,16 ,, 8,79 
, 66,15 ,, 4,06. 


Die Substanz lést sich in heiBem Essigsiureanhydrid, auch 
in heiBem Eisessig, kaum in Alkohol, Ather und Aceton, gar nicht 
in Wasser. Sie zersetzt sich erst oberhalb von 300° Wie im 
allgemeinen Teil erwaihnt, bildet sie sich auch aus dem Zer- 
setzungsprodukt von Violacein mit Alkali: 0,1 g Violacein wird 
mit 20 ccm 5°/, iger Natronlauge aufgekocht, bis die Farbe orange- 
rot ist. Dann wird mit Salzsiure gerade neutralisiert, hierauf mit 
Natronlauge gerade wieder ein roter Farbton erzeugt. Die Lésung 
wird im Vakuum zur Trockne gebracht, der mit Kochsalz durch- 
setzte Riickstand wird, wie oben angegeben, mit 10 ccm Kssig- 
siureanhydrid und Natriumacetat kurz aufgekocht. Beim Abkiihlen 
erscheinen die typischen Krystalle, deren Analyse die Identiti 
mit dem oben erwihnten Acetylderivat erweist. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir fiir Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit be- 
notigt wurden; Fraulein A. Vogler danken wir fiir ihre geschickte 
Hilfe bei der Ziichtung der Bakterien. 








SW, 
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Beitrage zur enzymatischen Histochemie. VII. 
Von 


K. Linderstrgm-Lang und Heinz Holter. 


A. Uber die Peptidase in den Eiern von Psammechinus miliaris. 
Von 


Tore Philipson. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1933.) 


In einer vorhergehenden Arbeit hat K. Linderstram-Lang!) 
den Peptidasengehalt der Kier von Urechis caupo und Dendraster 
excentricus untersucht. Er hat dabei auch die von ihm und 
H. Holter ausgearbeitete Methodik fir mikroenzymatische 
Untersuchungen auf das Studium des Enzymgehaltes der Kier 
angewendet. Im AnschluB an diese Arbeit und auf Anregung 
ihres Verfassers wurde die vorliegende Untersuchung iiber die 
Peptidasenverteilung in zentrifugierten Eiern aufgenommen. 

Durch die Verdiinnung des natiirlichen Mediums mit destil- 
liertem Wasser wird Cytolyse hervorgerufen und die Wirksamkeit 
des Enzyms der Messung zuginglich gemacht. 10fache Verdiinnung 
des Meerwassers zeigte sich als das geeigneteste Verhiltnis. Die 
Kier von ein und demselben Tier hatten dieselbe enzymatische 
Aktivitiit, zwischen verschiedenen Individuen aber traten ziemlich 
croBe Unterschiede auf. Wenn die Kier in 2 Teile geschnitten 
wurden, war die Summe der Aktivititen beider Teile gleich der 
des intakten Kies. Der den Zellkern enthaltende Teil war ein 
wenig aktiver als der andere. 

Dies kénnte somit ein Zeichen dafiir sein, daB eine Orien- 
tierung der Peptidase im Hi vorliegt. Nun ist allerdings das 
Schneiden des Eies mit einer Glasnadel mit ein wenig Unsicher- 
heit im Hinblick auf identische Ausfiihrung der Operation be- 
haftet. Fiir die Identitat des Untersuchungsmaterials kénnte 
das Zentrifugieren der Kier einen Vorteil bieten, wobei man auch 
den Kiinhalt nach seinem spezifischen Gewicht geordnet erhilt. 
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Bei der Zentrifugierung von Seeigeleiern sedimentiert der Inhalt 
in Schichten: bei gewissen Arten in 3, bei anderen in 5 Schichten. 
Die Entwicklung der zentrifugierten Kier ist ein biologisch leb- 
haft erértertes Problem, so daB wir jetzt hinsichtlich der Ent- 
wicklung gute Kenntnisse iiber die Determination der Kibestand- 
teile besitzen. Es hat sich gezeigt, daB in den meisten Fallen 
der schwerste Teil, der zentrifugale Pol, zur Ventralseite wird, 
bei Psammechinus miliaris aber zur Dorsalseite.*) 

Untersuchungen iiber die enzymatischen Verhaltnisse im 
zentrifugierten Ei liegen bis jetzt nicht vor. Zu diesem Zweck 
miissen natiirlich die Schichten getrennt untersucht werden, doch 
ist das Schneiden der Kier mit einer Glasnadel kaum geniigend 
reproduzierbar. Viel besser ist es, das Ei sich von selbst teilen 
zu lassen, und tiber ein Mittel dazu verfiigen wir in der Zentri- 
fugierung. Harvey*) hat das Verhalten der Kier von Arbacia 
punctulata bei scharfem Zentrifugieren untersucht. Diese teilen 
sich bei gréBerer Geschwindigkeit, als zur Stratifizierung erforder- 
lich ist, in 2 Fragmente, und diese kénnen ihrerseits bei noch 
kraftigerer Zentrifugierung in Viertelfragmente gespalten werden. 
Solche Fragmente sind befruchtungs- und entwicklungsfaihig. 

Es wiirde von Bedeutung sein zu erfahren, wie sich die Enzyne 
dabei verhalten. Die vorliegende Arbeit ist eine Untersuchung 
iiber den Gehalt an Peptidase in solchen durch Zentrifugierung 
hergestellten Eierfragmenten, und zwar habe ich die Kier von 
Psammechinus miliaris untersucht. Die Tiere wurden bezogen 
teils von der Staatlichen Biologischen Station auf Helgoland und 
teils von Kristinebergs Zoologiska Station, Fiskebackskil, deren 
Vorstand, Herrn Dr.G. Gustafsson, ich fiir die Uberlassung des 
Materials meinen besten Dank sage. 


Methodisches. 


Die enzymatischen Messungen sind also mit der Linderstrem- 
Lang-Holterschen Apparatur fiir mikroenzymatische Bestimmungen aus- 
gefiihrt worden, die hier keiner niheren Beschreibung bedarf.*°) 

Die zur Verwendung kommenden Lésungen sind folgendermaten 
zusammengesetzt:- 

1. Seewasser-Glycerinlésung besteht aus 30 Vol.-°/, Glycerin + 10Vol.-°,, 
des betreffenden Seewassers, mit destilliertem Wasser und so viel NaOH, 
da8 das px 7,5 wird (kolorimetrisch mit Phenolsulfonphthalein eingestellt) 
aufgef iillt. 

2. Alanylglycin-Lésung, das Substrat, ist eine 0,2 m-Lésung, die 
0,03673 n an NaOH ist, wodurch pq 7,5 erreicht wird. 

3. Titersiiuren sind n/20 acetonische bzw. alkoholische HCl. 
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Die Bestimmung der Spaltungswirkung der einzelnen Proben 
wird nun auf folgende Weise durchgefiihrt. Mit einer Kapillar- 
pipette werden 3 Kier mit so wenig Wasser wie méglich der 
Suspension in Meerwasser entnommen und in einen vorher in ein 
Mikroreaktionsréhrchen abpipettierten 6cmm groBen Tropfen der 
Seewasser-Glycerinmischung iiberfiihrt. Nach Verlauf 1 Stunde 
werden mit einer Mikropipette 7cmm Substrat zugegeben, und 
die Lésungen werden mit Hilfe eines Riihrers [vgl. *)] gut ge- 
mischt. Das Réhrchen wird 18 Stunden lang in einem Thermo- 
staten auf 40° gehalten. Nach dieser Zeit werden 30cmm 
acetonische Salzsiure zugefiigt und die Probe mit alkoholischer 
Salzsiure zu Ende titriert. Beziiglich Einzelheiten der Titrierung 
michte ich auf die friiheren Arbeiten verweisen. Die Anzahl 
von 3 EKiern bzw. Kierfragmenten ist natiirlich ganz willkiirlich 
cewaihlt, wurde aber beibehalten, da sich bei den Vorversuchen 
die Spaltung als hinreichend erwies. 

Bei der Zentrifugierung der Kier wurde das Verfahren von 
Harvey®) mit Rohrzuckerlésung benutzt. Bei Vorversuchen zeigte 
sich, daB die Psammechinus-Kier ziemlich schwer zu stratifizieren 
und zu zerteilen waren, so daB ich eine schnellaufende Zentrifuge 
mit 8000—15000 Touren verwenden mu8te. Technisch wurde 
die Zentrifugierung so ausgefiihrt, daB in die Zentrifugenschilchen 
ein genau passender, einfach durchbohrter Kork eingesetzt wurde, 
dessen Bohrung zur Aufnahme des eigentlichen Zentrifugierungs- 
rohres diente, das aus dickwandigem Glas bestand und etwa 
1,5ccm Volumen hielt. In dieses Rohr wurden 0,6ccm einer Lisung 
von 0,95 Mol Rohrzucker in 1 Liter Wasser abpipettiert und 
darauf etwa 0,4ccm Eiersuspension vorsichtig dariiber geschichtet. 
Durch Drehen des Rohres in geneigter Stellung wurden die bei- 
den Schichten teilweise vermischt, um einen Dichte-Gradienten 
zu erhalten, und dann zentrifugiert. 

Es zeigte sich bald, daB dieselbe Zentrifugierungsgeschwin- 
digkeit und -zeit nicht allgemein verwendet werden konnte, weil 
die Kier der einzelnen Individuen sich hierbei sehr verschieden 
verhielten. Einmal konnten 10 Minuten bei 8000 Touren zur 
Stratifizierung geniigen, und die Zerteilung erfolgte nach weiteren 
10 Minuten bei 10000 Touren. Bei einem anderen Tier waren 
25 Minuten bei 11000 Touren zur vollstindigen Zerteilung der 
Kier erforderlich. Die Zeiten und Geschwindigkeiten muBten daher 
bei jedem Tier zuerst ausprobiert werden, bevor der eigentliche 
Versuch ausgefiihrt werden konnte. Es mag auch erwiihnt 
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werden, daB immer reife, unbefruchtete Kier zur Verwendung 
gekommen sind. 

Bei der Stratifizierung der Hier dieses Seeigels bilden sich 
drei scharf abgegrenzte Schichten aus. Die zentripetale, d.i. die 
spezifisch leichteste Schicht, besteht aus dem Dotter und ist am 
gréBten. Die mittlere ist vollkommen klar und die zentrifugale 
(und kleinste) Schicht ist halbdurchsichtig. 

Dabei wird das Ei ellipsoidisch gedehnt, und wenn die 
Zentrifugierung weiter getrieben wird, schniirt es sich an der 
Grenzflaiche zwischen den beiden leichteren Schichten ab und 
bildet 2 Fragmente. Bei seitlicher Durchsicht durch das Zentri- 
fugierungsrohr sieht man dann 2 Schichten, ein paar Millimeter 
voneinander entfernt. Die Eifragmente, die die untere Schichit 
bilden, werden im folgenden ,,unterer Teil“ (U-Teil) genannt. Die 
Fragmente der oberen Schicht werden als ,oberer Teil“ (O-Teil) 
bezeichnet. Die Fragmentschichten werden getrennt, abpipettiert 
und in kleine Schalen mit Meerwasser iiberfiihrt. Daraus werden 
in oben beschriebener Weise mit der Mikropipette 3 Fragmente 
in jedes Reaktionsrohr abgemessen. 


Versuche. 


Zuerst wurde das Material auf Einheitlichkeit untersucht. Da 
man hier mit so wenig Material arbeitet, mu8 man sich von der 
enzymatischen Identitat der Eier desselben Tieres iiberzeugen. 
wenn iiberhaupt Schliisse aus den Resultaten méglich sein sollen. 
Da die Werte fiir ,,intakte Eier“ in den Tab. 1, 3 und 4 iiber die 
Ubereinstimmung der mit den Eiern derselben Versuchsserie er- 
zielten Spaltungen AufschluB geben, wird von der Wiedergabe 
einer eigenen Kontrollserie hier abgesehen. Die Ubereinstimmung 
kann als zufriedenstellend bezeichnet werden [vgl. auch 3)}. 

In der Tab. 1 sind die enzymatischen Resultate von einer 


Zentrifugierung von Hiern angefiihrt. 

















Tabelle 1. 

| Som akevient " 
«kt | ttel 
Objekt emm n/20-HC1 Mitte 

Intakte Eier 6,60 6,36 
6,20 6,28 6,36 
O-Teile 3,38 3,38 3,38 
U-Teile 2,68 2,82 3,12 2,88 
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Erstens zeigt sich dabei, daB die Summe der Enzymwirkungen 
der Fragmente gut mit der Wirkung der intakten Kier iiberein- 
stimmt: 3,388 + 2,88 = 6,26 bzw. 6,36 cmm HCl. Die Peptidase hat 
sich also zwischen den Fragmenten nur verteilt. 

Zweitens erhebt sich dann die Frage, wie diese Verteilung 
geschieht. Schon ein fliichtiger Vergleich der beiden Fragmente 
im Mikroskop zeigt deutlich, daB die O-Teile erheblich gréfer 
sind als die U-Teile. Ich habe ein paar Messungen der betreffenden 
Durchmesser mit einem Okularmikrometer vorgenommen, und es 
ergaben sich hierbei die Zahlen der Tab. 2 als MaB des relativen 


Volumens. 
Tabelle 2. 


























ies Durchmesser d Mittel 

Tier Eiteile eae ae ee d3 

in Teilstrichen 

A Intakte Eier 21 22 22 21 21 2,14 9,8 
O-Teile 1,9 1,8 1,9 1,9 1,9 1,88 6,65 
U-Teile Lt he iw if 1,1 1,3 1,33 

B Intakte Eier 2,2 2,2 2,3 2,2 2,2 2,22 10,9 
0-Teile 2,0 2,0 2,0 1,9 1,9 1,96 1,55 
U-Teile 11 1,1 10 12 1,2 1,12 1,41 


Daraus geht hervor, daB die O-Teile etwa (und wenigstens) 
5mal gréBer sind als die U-Teile. DaB das gesamte EKivolumen 
bei der Teilung scheinbar vermindert wird, beruht darauf, dab 
die O-Teile schwach ellipsoidisch sind und d der kleinste Durch- 
messer ist. 





Tabelle 3. 





Enz. Aktivitit 














T; , Mi 
ier | Objekt emm n/20-HCl fitte] Bemerkungen 
IV Int. Bier | 4,31 4,25 4,25 4,11 4,24 
O-Teile | 1,97 2,11 2,23 2,26 2,14 | Mit 13000 Touren u. 25 Min. 


U-Teile | 2,43 2,55 2,53 2,07 2,07] 2,33 
V | Int. Eier | 3,43 4,07 3,97 3,71 3,50] 3,74 


O-Teile | 1,95 1,30 1,51 1,83 1,65 
U-Teile | 1,81 1,75 1,79 2,17 1,88 
XII | Int. Eier 2,46 2,50 2,70 2,55 
O-Teile 1,50 1,40 1,42 1,44 | Mit 20 Min. u. 8000 Touren 
U-Teile 1,12 1,40 1,66 1,35 | + 10Min. u.10000Touren 
XIII | Int. Eier | 4,09 4,07 4,03 3,97 4,04 
O-Teile | 1,87 1,91 2,11 1,87 1,95 | Mit 25 Min. u. 8000 Touren 
U-Teile pg ont ge pp + 10Min. u. 12000 Touren 














2,05 1,90 1,97 
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Mithin haben die U-Teile pro Volumen eine viel gréBere 
Peptidaseaktivitat als die O-Teile. Ich halte es fir zulassig, daraus 
zu schlieBen, daB die Konzentration der Peptidase etwa 5 mal 
gréBer in den zentrifugalen Fragmenten ist, d.h. die peptidase- 
tragenden Teile des Eiinhaltes sind spezifisch schwerer oder sind 
es bei der Zentrifugierung geworden. 

Zur Bestiatigung dieses Resultates habe ich mehrere ahnliche 
Kierzentrifugierungen ausgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tab. 3 
zusammengestellt. 

Man muB auch die Méglichkeit in Betracht ziehen, da8 bei 
der Zentrifugierung irgendwelche Veriinderungen eintreten kénnten, 
die das Enzym in den U-Teilen aktiver machten. Dagegen spricht 
aber der Umstand, daB die Summe der Fragmentaktivititen der 
des intakten Eies gleich ist. DaB die Extraktionszeit von einer 
Stunde hinreichend ist um volle Enzymwirkung zu erzielen, zeigt 


die Tab. 4. 

















Tabelle 4. 
3 intakte Eier. 

Extraktionszeit Enz. Aktivitiit Mitte! 
Stunden emm n/20-HC! 

1 8,05 3,19 3,05 3,10 

2 8,07 3,22 3,24 3,18 

4 3,138 3,31 3,22 

8 2,95 3,85 2,98 3,09 








Ich habe auch eine Zentrifugierung mit 8000 Touren und 
entsprechend lingerer Zentrifugierungszeit durchzufiihren versucht, 
damit die absolute Menge der Peptidase in den U-Teilen gréBer 
wiirde als in den O-Teilen. Der Zweck wurde aber dabei nicht 
erreicht, weil die Membranen dieser Hier allzu weich sind: die 
Zerteilung tritt zu frih auf. Ubrigens ist ja auch die Frage offen, 
ob tiberhaupt ein Teil des Kies iiber eine gewisse Grenze hinaus 
an Enzym verarmen kann. 

Harvey gibt an, daB sie die Fragmente in Viertelfragmente 
hat aufspalten kénnen, deren jedes befruchtbar war. Dies scheint 
bei mir nur in ein paar Fallen unabsichtlich gelungen zu sein. 
Aus Harveys Angaben iiber die Zentrifugierung geht hervor, daf 
die Kier von Arbacia leichter aufzuspalten sind als die von Echinus. 
Bei Versuch XIII, Tab. 3, ist aus den Titrationszahlen ersichtlich, 
daB bei den U-Teilen zwei deutlich verschiedene Aktivititswerte 
vorhanden sind: 0,98 und 1,97. Da der letztere mit den betreffenden 
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re Werten bei O-Teilen und intakten Kiern gut im Einklang steht, 
us , muB mit den Fragmenten des kleineren Wertes etwas geschehen 
al sein. Man kann dies durch eine zweite Spaltung erkliren, wobei 
e- — die Verminderung der Aktivitat genau auf die Hialfte ein Zufall 
ti sein kénnte. Eine weitere Untersuchung dieser Verhiiltnisse ver- 


hinderte der mit der zu weit vorgeschrittenen Jahreszeit verbundene 
ie — Mangel an Material. 


. Zusammenfassung. 


Ks wurde die Verteilung der Peptidase bei der Zentrifugierung 
der unbefruchteten Kier von Psammechinus miliaris untersucht. 

Dabei sedimentiert erst der EKiinhalt in drei Schichten und 
bei schirferem Zentrifugieren teilt sich das Ki in zwei Fragmente, 
von denen das zentrifugale und kleinere zwei Schichten enthilt. 
Nach Diametermessungen ist das zentripetale Fragment etwa 5 mal 
erdBer als das zentrifugale. 

Da die enzymatische Untersuchung ergibt, daB die beiden 
Fragmente ungefihr die gleiche Peptidasewirkung zeigen, hat also 
das zentrifugale Fragment eine 5mal hoéhere Konzentration an 
Enzym. 


Herrn Prof. S. P. L. Ssrensen, dem Leiter der chemischen 
Abteilung des Carlsberg Laboratoriums, wiinschen wir hier fiir seine 
wohlwollende Unterstiitzung unserer Arbeit den aufrichtigsten 
Dank auszusprechen. 
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B. Notiz itiber die Verteilung der Mitochondrien 
des Psammechinus-Eies beim Zentrifugieren. 


Die Rolle der Mitochondrien als mégliche Triiger der euzy- 
matischen Aktivitait ist in neuerer Zeit diskutiert worden (eine 
zusammenfassende Darstellung dieser Frage wurde gegeben von 
K.S. Horning in den ,,Ergebnissen der Enzymforschung“, Bd. II, 
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Akad. Verlagsges. Leipzig 1933). Um das Verhalten der Mitochon- 
drien bei der im Vorhergehenden von T. Philipson beschriebenen 
Zentrifugierung von Psammechinus-Hiern aufzukliren, haben wir 
einige Vitalfairbungsversuche mit Janusgriin angestellt. Es zeigte 
sich hierbei, daB die farbbaren Bestandteile im unbehandelten Kj 
gleichmaBig iiber den ganzen Hiinhalt verteilt sind, beim Zentri- 
fugieren jedoch sich dem zentrifugalen Kipol nahern, Stratifizierte, 
noch unzerteilte Hier zeigen die griine Farbung in den spezifisch 
schwersten Schichten konzentriert, und bei der Zerteilung geht die 
Farbung zum gréBten Teil (jedoch nicht vollstindig) in das 
kleinere Fragment iiber (im vorhergehenden als U-Teil bezeichnet), 
Wir haben uns bemiht, dieses Ergebnis durch Farbung mit Siure- 
fuchsin und Methylgriin an osmium-fixiertem Material zu veri- 
fizieren, wobei wir uns der Hilfe von Prosektor Vimtrup und 
Dr. Jorgensen, Bispebjerg-Hospital, erfreuen konnten, wofiir wir 
auch hier herzlichst danken. Das Ergebnis stimmte mit dem durch 
Vitalfairbung erzielten iiberein. 

Obwohl also dieses Verhalten die oben erwahnte Hypothese 
iiber die enzymatische Funktion der Mitochondrien zu stiitzen 
scheint, méchten wir doch mit aller Deutlichkeit hervorheben, 
daB die Peptidaseaktivitéit natiirlich auch an alle anderen, be- 
kannten oder unbekannten Formelemente der Eizelle gekniipft 
sein kann, vorausgesetzt, daB sie beim Zentrifugieren das be- 
schriebene Verhalten zeigen. Eine Entscheidung iiber die enzy- 
matische Rolle der Mitochondrien kann, wenn iiberhaupt, nur 
durch quantitative Angaben herbeigefiihrt werden. Solche Angaben 
kénnen wir jedoch vorlaufig nicht machen. 
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Uber die Aktivierung des ,,Papains“ durch Vitamin C—Hisen 
und seine Hemmung durch Vitamin C (Ascorbinsiaure). 
Von 
Ernst Masehmann und Erica Helmert. 





(Aus der Chemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses in Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Januar 1934.) 


Wir berichten iiber Beobachtungen'), die am System: 
Papain—Gelatine—Vitamin C (Ascorbinsiure) bzw. Vitamin C und 
Eisen gemacht wurden. Diese zeigen, da die vom Papain be- 
wirkte Gelatinehydrolyse durch Vitamin C gehemmt, durch Vitamin C 
in Verbindung mit Eisen so geférdert wird, daB das Substrat tief- 
greifend abgebaut wird. Das Metall, das fiir den Fortgang der 
Hydrolyse von ausschlaggebender Bedeutung ist, kann weder durch 
Mangan noch durch Kupfer ersetzt werden. Kleinste Mengen 
Kupfer vermégen die aktivierende Wirkung des Komplexes Vitamin— 
Eisen aufzuheben. 

Kine ausreichende Erklirung kann fiir diese Beobachtungen 
schon aus dem Grunde nicht gegeben werden, da die Untersuchung 
aus Mangel an Ascorbinsiiure’) vorzeitig abgebrochen werden 
muBte. Verschiedene Befunde sind aber so bemerkenswert, ins- 
besondere im Hinblick auf ihnliche Reaktionsméglichkeiten des 
Vitamins C unter dem Einflu8 von Eisen und Kupfer in der 
pilanzlichen und tierischen Zelle, daB eine Mitteilung der unvoll- 
stiindigen Versuche gerechtfertigt erscheint. 


Zum besseren Verstiindnis des Nachstehenden mu8 folgendes voraus- 
geschickt werden: Die Miinchener Schule’) nimmt an, daB im Handels- 
papain neben aktiver inaktive Proteinase vorliegt, die durch Aktivatoren, 


1) Auf die Beobachtungen wurde in dieser Z. 222, 207 (1933) schon 
kurz hingewiesen. 

*) Herrn Prof. Szent-Gyérgyi danken wir ergebenst fiir das uns 
zur Verfiigung gestellte Ascorbinsiure-Priparat. 

*) Zusammenfassung bei W. Grassmann, in Nord-Weidenhagen, Er- 
gebnisse der Enzymforschung, Leipzig 1932, S. 152; R. Willstitter u. Mit- 
arbeiter (Diese Z. 188, 184 (1924); 151, 286, 307 (1926); 152, 164 (1926), 
nahmen an, daB Papain nur peptonbildend, Papain-HCN bzw. H,S auch 
peptonspaltend wirkt. Vgl. dazu O. Ambros u. A. Harteneck, Diese Z. 181, 
24 (1929); 188, 98 (1929). 
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wie z. B. Blausiiure, Schwefelwasserstoff, Cystein und SH-Glutathion, jy 
aktives Enzym iibergefiihrt wird. Danach wiren inaktives und aktivyes 
Papain zwei auch chemisch verschiedene Substanzen. Dagegen ist nach 
H. A. Krebs‘) inaktives Papain ein durch Schwermetalle (in der Hauptsache 
Cu und Zn) gehemmtes aktives Enzym. Es giibe demnach kein inaktives, 


wieder aktivierbares Enzym im Sinne der Miinchener Schule. 


Zu diesen ungeklirten Verhiltnissen, kommt noch hinzu, daB, wie aus 
dieser Mitteilung hervorgeht, es fiir den Ausfall mancher Reaktionen nicht 
gleichgiiltig ist, welches Papainpriparat man zum Versuch benutzt. Man ist 
gezwungen, mit Handelspapain zu experimentieren, da bekanntlich dic 
Reinigung des Papains bisher ohne nennenswerten Erfolg versucht wurde, 


Tabelle 1. 


»Aktivierungszustand“ des Papains im Papayotinum Merck 
(1: 100) und (1:350) gegeniiber verschiedenen Gelatinesorten. 
Die Papainlésung von Papayotinum Merck (1: 350) war hier nur mit 0,50 g, 
wie beschrieben, dargestellt. 
































Acidititszuwachs in eem 0,05 n-KOH nach 
ii 1/, Stunden |  22Stunden 
Papainlésung — E | apd shnnemaelgeaatinas 

sorte | : 

nicht Cau _ nicht | "Cysteine 

aktiviert | aktiviert | aktiviert | aktiviert 
Papayotinum FL 0,78 1,38 190 | 2,88 
Merck (1:100)] GS 0,55 1,35 1,26 2,58 
M1 0,46 124 | 1,92 | 247 
M2 0,43 1,22 | 0,98 2,35 
SK 0,35 1,37 | 0,85 2,31 
Papayotinum FL 070 | 195 | 1,92 | 287 
Merck (1:350)] GS om | iff | see 2,75 
M1 0,48 112 | 1,28 2,76 
M2 0,48 108 | 096 | 2,62 
SK 0,37 1,20 | 0,87 2,60 


Zu den folgenden Versuchen benutzten wir Papayotinum Merck (1: 100) 
und (1:350).**) Letzteres unterscheidet sich hauptsichlich von ersterem durch 
gréBere Reinheit und durch einen merklichen Gehalt an SH-Verbindungen. 
Wie aus Tab. 1 hervorgeht, hingt das jeweilige Ergebnis bei der Ermittlung 
des Aktivierungszustandes des Papains ein und desselben Enzympriiparates 
weitgehend von der benutzten Gelatinesorte ab. So enthilt das Papayotinum 
Merck (1: 100) unter den eingehaltenen Bedingungen rund 26°/, wirksames 
Enzym gegeniiber Gelatine Golddruck von Schering-Kahlbaum und rund 57°), 
gegeniiber Gelatine Golddruck extra feinst yon Dr. Fraenkel und Dr. Landau. 





*) Biochem. Z. 220, 289 (19380); 238, 174 (1981). 
**) Papain puriss. Witte, alkoholgefiilltes und mit H,O, oxydiertes 


Papain (1: 350) verhalten sich ebenso. 
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Man erzielt also eine scheinbare Aktivierung des Papains allein durch 
Wechsel des Substrates (Gelatine). Demnach hitte Krebs bis zu einem 
gewissen Grade Recht®), wenn er behauptet, daB man Papain aktivieren 
kann ,,ohne einen ,Aktivator‘ hinzuzufiigen, allein durch Entfernung der 
Schwermetallverunreinigungen“.*) Die Nichtbeachtung der sich daraus fiir 
Versuche mit Papain (auch mit Kathepsin) und Gelatine ergebenden Mab- 
nahmen kann zu mannigfachen Irrtiimern AnlaB geben. So wird es sich 
empfehlen, genauere Angaben iiber die benutzten Enzympriiparate und 
Gelatinesorten zu machen, als es seither iiblich war. Damit Befunde, posi- 
tiver wie negativer Art, allgemeine Giiltigkeit besitzen, miissen sie an ver- 
schiedenen Enzympriparaten und verschiedenen Substraten erkpben werden. 

In dieser Mitteilung wird folgende Annahme gemacht: In vitro-Akti- 
vatoren kénnen auf die durch Papain (und Kathepsin) verursachte Protein- 
und Peptonhydrolyse fordernd wirken, 1. indem sie den EinfluB anorganischer 
wie organischer Hemmungsk6rper aufheben, die dem Enzymkomplex bei- 
gegeben sind bzw. aus der Enzymlésung und dem Substrate stammen, und 
2. indem sie am Substrat Haft- bzw. Angriffstellen fiir das Enzym 
schaffen (z. B. durch Umwandlung von S-S. in SH-Gruppen).® *) Ob und in- 
wieweit diese Vorgiinge jeweils stattfinden, hiingt ab von der Zusammen- 
setzung des Spaltungsansatzes. Es gibt auch Hemmungskérper, deren Ein- 
flu8 durch die bekannten Aktivatoren nicht beseitigt werden kann. Die zweite 
Méglichkeit, die den ,,Aktivatoren“ eine neue Funktion beimift, wird durch 
Befunde gestiitzt, welche zeigen, daB es fiir die Erreichung eines Aktivitiits- 
maximums des Papains gleichgiiltig ist,ob man das Enzym oder das 
Substrat (Gelatine, Peptone) mit Blausiure vorbehandelt. Es gibt 
auch Substrate, die von Papain in Anwesenheit von HCN — ohne irgend- 
welche Vorbehandlung — sofort ,maximal“ hydrolysiert werden. 


Durch Vergleich des Spaltungsergebnisses eines ,normalen“ 
Papainansatzes (vgl. den Versuchsteil) mit dem Ergebnis eines 
Vitamin C enthaltenden, sonst gleichen Ansatzes haben wir ge- 
funden, daB die Gelatinehydrolyse in Anwesenheit von Vitamin C 
weitgehend gehemmt ist. Es lieB sich nicht entscheiden, ob die 
Ascorbinsiure an sich ein Hemmungskérper ist oder ob sie es 
erst durch Begleitstoffe wird. Cystein hebt die durch Ascorbin- 
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= 5) Wir werden uns bemiihen, die lingst fillige Frage, bis zu welchem 
.n, Grade Krebs Recht hat, zu kliren. Die KCN-Behandlung der Gelatine 
ng bewirkt sehr wahrscheinlich auch konstitutionelle Verinderungen, die deren 
08 Angreifbarkeit erleichtern (Haft- bzw. Angriffstellen). Es ist sicher kein Zu- 
m | fall, daB die bisher benutzten Substrate zum mindesten S-S-, manche auch 


es | SH-Gruppen enthalten und es ist naheliegend, zwischen der Angreifbarkeit 
» | der Substrate und den Disulfidgruppen (die durch HCN und SH-Aktivatoren 
u. | i SH-Gruppen iibergefiihrt werden) bzw. SH-Gruppen einen Zusammenhang 
_ anzunehmen. (Erklirungsméglichkeit des Phinomens von Delezenne usw. 
8) W. Grassmann, H. Dyckerhoff u. 0. v. Schoenebeck, Diese 
Z. 186, 183 (1929/30); W. Grassmann, O.v.Schoenebeck u. H.Eibeler, 
” Diese Z. 194, 124 (1930). 
‘) E. Maschmann u. E. Helmert, Diese Z. 222, 207 (1933). 
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siure bewirkte Hemmung vollstindig auf. Der Hemmungsmecha- 
nismus muB deshalb ein anderer sein als zB. im Falle der 
Halogenessigsiuren.®) 

Da wir in letzter Zeit verschiedentlich beobachteten, das 
durch Eisen hemmende Einfliisse abgeschwicht, aktivierende Wir- 
kungen noch verstérkt werden kénnen, priiften wir das Verhalten 
von Eisen im System: Papain—Gelatine—Vitamin C. Die Ergeb- 
nisse dieser Versuchsreihe zeigen, daf Eisen die Hemmung der 
Proteolyse durch Vitamin C aufhebt und dariiber hinaus noch 
eine Steigerung der Hydrolyse bewirkt. Die GréBe der Steigerung 
scheint nicht allein von der Gelatinesorte, sondern auch yon 
der Beschaffenheit des Papains (bzw. des Papainpriparates) ab 
hingig zu sein. Bei Papayotinum Merck (1:100) erreicht die 
Proteolyse unter dem EHinfluB des Komplexes Vitamin-Kisen nur 
in den Spaltungsansitzen einigermaBen die sonst durch Cystein 
bewirkte GréBe, in denen als Substrat die Gelatine Golddruck 
extra feinst von Dr. Fraenkel und Dr. Landau®) benutzt wurde. 
In den Versuchen mit Papayotinum Merck (1 : 350) dagegen fanden 
wir, da8 in Anwesenheit von Vitamin C und LHisen alle finf ge- 
priiften Gelatinepriparate fast so tiefgreifend hydrolysiert werden 
wie in Anwesenheit von Cystein. Dabei treten meBbare 
Mengen von SH-Verbindungen nicht auf.!°) Die Lacton- 
gruppe des Vitamins wird nicht merklich aufgespalten. Wir ent- 
nehmen diesen Befunden, daB Vitamin C in Verbindung mit Eisen 
ein ,,Aktivator“ besonderer Art ist. 

Kisen kann weder durch Mangan noch durch Kupfer ver- 
treten werden. LErsetzt man das Eisen durch Aquimolare 
Mengen Mangan oder Kupfer, so ist die Proteolyse im Ansatz 
Vitamin—Mangan stark, im Ansatz Vitamin—Kupfer vollstindig 
gehemmt. Cystein vermag auch diese Hemmung aufzuheben. Im 
Ansatz: Papain—Gelatine—Vitamin—EKisen (Vol. 10 ccm), hemmen 
noch 2,5 y Kupfer so stark, daB die Gelatinehydrolyse nur so 
weit geht, wie in einem normalen Ansatz (Papain—Gelatine). Man 
kann daraus ableiten, daB die ,,antiproteolytische“ Wirkung von 





‘) E. Maschmann u. E. Helmert, Diese Z. 219, 99 (1933); 220, 199 
(1933); ferner Th. Bersin u. W. Logemann, Diese Z. 220, 209 (1933). 

*) Diese Gelatine sollte nach dem Ausfall der Enzymprobe die geringste 
Menge Cu (bzw. Zn) enthalten. Die analytische Untersuchung der Gelatine- 
sorten, auch auf ihren S-Gehalt, ist noch nicht abgeschlossen. 

1°) Der Komplex Vitamin C-Eisen vermag unter den Bedingungen des 
Enzymyersuches z. B. Cystin nicht in Cystein iiberzufihren. 
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2,5 7 Cu ausreicht, um die ,,aktivierende* Wirkung von 7,3 mg 
Ascorbinsiure und 2,3 mg Eisen zu_,,neutralisieren“. 


Fiir die Beurteilung der Frage, ob Vitamin C und Kisen ein 
Aktivator der eingangs beschriebenen Art ist, z. B. dem Cystein ver- 
leichbar, sind Befunde aufschluBreich, die wir nur am Papayo- 
tinum Merck (1: 100) naher verfolgen konnten.!°*) Es ist aber sehr 
wahrscheinlich, daB auch mit reinerem Papain gleiches zu beob- 
achten ist. Die Gelatinehydrolyse verliuft nimlich im Ansatz (Papain— 
Gelatine—Vitamin C—Kisen) in den ersten Versuchsstunden nicht 
einmal so rasch wie im Normalansatz (Papain—Gelatine). Auch 
Vitamin C—Kisen behindert demnach anfinglich die Gelatinehydro- 
lyse. Der Vorgang, der zur Wirkungssteigerung fiihrt, setzt erst nach 
mehrstiindiger Versuchsdauer ein und verliuft anscheinend 
dann ziemlich rasch. Durch eine Vorbehandlung des Papains mit 
Vitamin C und Eisen, in der Art, wie R. Willstatter und W. Grass- 
mann?!) Papain mit Blausiure behandelten, wird keine merkliche 
Verbesserung des anfanglichen Hydrolyseverlaufes erzielt.}?) 


Nach diesen Beobachtungen weicht das Verhalten des Kom- 
plexes nicht unwesentlich von dem der bekannten Aktivatoren ab: 
Er scheint anders, einseitiger zu wirken als H,S, Cystein usw. 
[hm scheint vor allem die Fahigkeit dieser Aktivatoren abzugehen, 
,entgiftend* zu wirken. Denn gewisse Metalle, die das Enzym 
hemmen, lihmen auch die Wirksamkeit von Vitamin—Kisen. Darauf 
fiihren wir auch zuriick, da8 bei gewissen Gelatinesorten die ge- 
fundene Proteolysesteigerung weit hinter der sonst zu beobachtenden 
zuriicksteht. Im Falle des Papayotinum Merck (1: 350), bei dem die 
GréBe der Aktivierung durch Vitamin C—Eisen von der benutzten 
Gelatinesorte unabhingig ist, scheinen die SH-Begleitstoffe die 
,entgiftende* Funktion zu iibernehmen. Das spite Einsetzen der 
Wirkungssteigerung, und zwar erst dann, wenn die Gelatine ver- 
hiltnismiBig weitgehend peptonisiert ist, kinnte darauf hindeuten, 
daB der Enzymkomplex eine Erweiterung seines Spezifititsbereiches 
erfihrt, entweder durch Bildung einer peptonspaltenden Wirkungs- 


08) Nachtrag bei der Korrektur: Papain puriss. Witte und Papain 
Merck (1: 350) verhalten sich ebenso. 

11) Diese Z. 188, 184 (1924). 

2) Nachtrag bei der Korrektor: Erst nach 10- und mehrstiindiger Vor- 
behandlung finden wir, da8 die anfingliche Spaltungsgeschwindigkeit um 


das 2fache gegeniiber der im Normalansatz gesteigert ist. 
g* 
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gruppe’*) oder durch Beseitigung einer diese hemmenden Substanz, 
oder da8 mit Papain vergesellschaftete Ereptasen wirksam werden, 
Letzterer Méglichkeit steht unter anderem noch der Befund von 
R. Willstatter, W. Grassmann und O. Ambros!) entgegen, 
da8 im Handelspapain kein Erepsin enthalten ist. Wir konnten 
Versuche mit Peptonen und Peptiden, sowie mit nativen und 
denaturierten Proteinen als Substrate nicht mehr ausfiihren. Diese 
Untersuchungen sowie die Ermittlung der p,-Aktivititskurven 
méchten wir uns vorbehalten. Bevor wir sie nicht durchgefihrt 
haben, nehmen wir Abstand von einer Deutung der nicht einfachen 
Reaktionsvorginge, die sich im System Papain—Gelatine—Vita- 
min C—Eisen abspielen und zu der tiefgreifenden Spaltung des 
Substrates fiihren. 

Nach P. Karrer und F. Zehender?®) wird Kathepsin durch 
Vitamin C aktiviert. Es wire interessant, auch hier zu priifen, 
wann die Aktivierung einsetzt und ob nicht auch in diesem Falle 
Eisen, das im Kathepsinauszug aus Leber und Milz verhiltnis- 
miBig reichlich zur Verfiigung steht }°), in Verbindung mit Ascorbin- 
siure die aktivierende Wirkung hervorbringt. Das Aktivierungs- 
vermégen des Vitamins C gegeniiber Kathepsin, fanden wir, wie 
zufillig in anderem Zusammenhange beobachtet wurde!), ab- 
hangig von der Herkunft des Kathepsins. Auch scheinen gréBere 
Mengen Vitamin C hemmend auf die katheptische Proteolyse 
wirken zu kénnen. 


Versuchsteil. 


Material. Enzympriparate: Papayotinum Merck (1: 100) und 
(1: 350). Zur Darstellung der Enzymlésungen suspendierten wir z. B. 1 ¢ 
der Priparate in 30 ccm Wasser und erwirmten '/, Stunde auf 30° Die 
Suspension wurde durch Faltenfilter filtriert und das Filtrat mit Wasser 
auf 50 ccm gebracht. Es verbleibt bei dem ersteren Priiparat mehr Riickstand 
als bei dem zweitgenannten. Die Enzymliésung des Papains Merck 1: 100 
ist stirker gefirbt als die des Papains 1 : 350. 

Eine Spatelspitze Papain 1:100 gibt mit Ammoniak und Nitroprussid- 
natriumlésung iibergossen keine, eine viel geringere Menge Papain 1 : 350 
dagegen gibt eine verhiltnismiBig kriftige SH-Reaktion.'’) In _ beiden 





18) Vgl. dazu R. Willstitter, W. Grassmann u. O. Ambros, 
Diese Z. 152, 164 (1926). 

14) Diese Z. 152, 160 (1926). 

15) Helvet. chim. Acta 16, 701 (1933). 

16) Vgl. E. Maschmann u. E. Helmert, Diese Z. 222, 207 (1933). 

1”) Papain puriss. Witte und neugeliefertes Papain Merck (1: 100) ent- 
halten ebenfalls nachweisbare Mengen SH-Verbindungen. 
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Tabelle 2. 
Wirkung von Vitamin C bzw. Vitamin C und Eisen 
auf heme Merck tb 100). 





Aciditatasawachs in ccm 0,051 n- 1-KOH nach 22 Stunden; 
Angewandte Zusiitze zum Normalansatz 








Gelatine a _ _— 
a ; iin g Crete | | om Vit. C | ae 
| | vide 


215 0,46 | 2,45 **) 





FL 1,68 | ; 
GS 1,04 | 2,60 0,28 1,30*) 
M1 1,00 2,65 0,25 1,20*) 
M2 0,71 2,56 0,22 0,90*) 
SK 0,60 2,60 0,18 0,75*) 


*) Proben reduzieren noch ebenso rasch und stark den Tillmanschen 
Indicator (2,6-Dichlorphenol-indophenol) wie die Probe von **). 


Tabelle 3. 
Wirkung von Vitamin C bzw. Vitamin C und Eisen 
auf Papayotinum Merck (1: 350). 


FL 2,35 3,65 | 1,05 | 3,34 
GS 1,58 3,54 | 0,60 3.28 
M1 1,50 3,25 | _ 3,12 
M2 1,16 3,30 — 2,94 
SK 1,10 3,00 0,43 2,78 





Tabelle 4. 
Wirkung von Vitamin C und Mangan bzw. Kupfer auf die 
Papainproteolyse und Wirkung des Kupfers auf den Komplex 
Vitamin C-Eisen. 
Benutzt: Papayotinum Merck (1: 100); Gelatine FL, ) 
Fe = FeSO,-7H,O; Cu = CuSO,-5H,0, 
Mn = MnSO,-7H,0. 








Acidititszuwachs 
Vol in ecem 0,05 n-KOH 
(Vol. 10 ccm) nach 24 Stunden 


Zusitze zum Normalansatz 








‘ihe 1,42 
a ee 2.73 


0,25 


7,3 mg Vitamin C . 








7,8 mg Vit. + 5 mg Cystein ‘sik 2,72 
i me ee 2,35 
7,3 mg Vit. + 11 fs Ee ee ae ee 0,50 
7,3 mg Vit. + 10, "3 Ss ee rr 0,02 
7,3 mg Vit. + 11,5 mg Fe +1mg Cu . ee ae 0,14 
7,3 mg Vit.+ 115mg Fe+0,img Cu..... 0,70 
7, 3mg Vit. + 11 5 mg Fe + 0,01 mg ae 1,36 
73 mg Vit. + 11, B mg Mn+ 5mg Cystein. .. . 2,68 


) Fe = FeSO,-7H,0. 
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Tabelle 5. 
Hydrolyseverlauf und Ergebnis der Voraktivierung des Papains, 
Benutzt: Papayotinum Merck (1: 100) und Gelatine FL. 























Aciditttesunahme in cem 0,05 n- KC IH 
Spaltungsansatz ensh Gtanden 

(Vol. 10 ecm) 11/, . ‘ - 

_ 0,64 0,87 0,95 1,65 

mg Cystein ...... . 1,18 1,68 1,84 2,85 

7,8 mg Vit. C + 11,5 mg Fe . 0,45 0,74 1,00 2,45 

7 3 mg Vit. C + 11, D mg Fe . 0,56 0,87 -- 2,46 

(1 Stunde voraktiviert) 

7,3 mg Vit. C + 11,5 mg Fe . 0,54 0,88 1,20 2,46 
(2 Stunden voraktiviert) 

SS gl re — 0,14 0,46 

ON en 0,12 0,42 

ee = 0,16 _ 0,48 

7,3 mg Vit. C + 11,5 mg Fe . 0,80 — 2,36 

Tabelle 6. 


Einflu8 wechselnder Mengen Eisen auf das Aktivierungs- 
vermégen des Komplexes Vitamin C-Eisen. 


Benutzt: Papayotinum Merck (1: 100); Gelatine FL. 











Acidititszuwachs 

















Zusitze zum Normalansatz : eaten 

in cem 0,05 n-KC 

(Vol. "10 sem) nach 22 Stunden 
he 1,90 
5mg Cystein-....... oe aera 2,90 
7,38 mg Vit.C+11mg Fe ......... 2,47 
7,8 mg Vit.C + 5,75mg Fe......... 1,85 
7,8 mg Vit.C + 287mg Fe....-.... 1,62 
5,0 mg Vit.C+115mg Fe ...-..:.. 1,90 
3,7 mg Vit.C +11,5mg Fe ...... selina 1,88 


Priiparaten liegen merkliche Mengen SS-Verbindungen vor. Aus HJO, wird 
sofort J freigesetzt. Wir verfiigen iiber Befunde, die es sehr wahrschein- 
lich machen, da8 in den Papainpriparaten auSer den schwefelhaltigen Stoffen 
noch eine reduzierend wirkende Substanz enthalten ist, die man vielleicht 
fiir die Wirksamkeit eines Teiles des Papains verantwortlich machen darf. 

Gelatine. Benutzt wurden folgende Handelssorten, die wir in den 
Tabellen mit den in Klammer beigefiigten Abkiirzungen bezeichnen: 
1. Gelatine, Golddruck, extra feinst von Dr. Fraenkel und Dr. Landau (FL); 
2. Gelatine, Golddruck, Qualitit extra [die von uns seither benutzte Gelatine; 
das Priparat befand sich seit ungefihr 20 Jahren in unserem Institut; Lieferant 
unbekannt; Fabrikzeichen WH, Nr. 1868 (GS)]; 3. Gelatine, Mercks Hilfsmittel 





- 
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f, Mikroskopie (M1); 4. Gelatine, Extra-Goldetikett von E. Merck (M 2): 
5. Gelatine, Golddruck von Schering-Kahlbaum (SK). Es wurden 6,7°/,ige 
Gelatinelésungen verwendet; sie enthielten Thymol. 

Vitamin C (Ascorbinsiure): Das Priparat war uns von Herrn Prof. 
Szent-Gyoérgyi zur Verfiigung gestellt. Wegen seiner groBen Empfind- 
lichkeit in Lésung gegen Sauerstoff wurde jeweils die notwendige Menge 
auf der Schnellwage abgewogen und in Substanz dem Ansatz (vor der 
Gelatine) zugesetzt. Diesem war die zur Neutralisierung der Ascorbinsiure 
notwendige Menge Natronlauge zugegeben. 

Eisen-, Mangan- und Kupfersulfat waren Priiparate pro analysi von 
E. Merck. 


Methode. Die Versuche wurden unter Stickstoff durchgefiihrt. Zur 
Ermittlung des Aciditiitszuwachses verfuhren wir nach den Angaben von 
R. Willstaétter und W.Grassmann. Die Titrationsprobe war 2 ccm. 
Jede Bestimmung wurde an zwei Titrationsproben durchgefiihrt. In der 
Regel zeigten die zwei Bestimmungen keine iiber 0,04 cem hinausgehenden 
Unterschiede. 

Als Normalansatz bezeichnen wir den folgenden: 0,40 cem Papain- 
lisung, 6 cem 6,7°/,ige Gelatinelésung, 1 cem Citratpuffer [in der Regel 
geniigte diese Menge, um das py = 5 ziemlich konstant zu halten*®)] und 
Wasser. Vol. 10 ccm. Wir haben méglichst steril gearbeitet. Die Meb- 
kélbchen wurden mit Stickstoff gefiillt, oder wir benutzten SpezialgefiBe, 
in denen die Ansiitze unter '/,, Atm. N, standen. 





's) Auch die Menge des Citratpuffers beeinfluBt das Spaltungsergebnis: 
vgl. dazu H. A. Krebs‘). 
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Uber reduzierende Substanzen der lebenden Gewebe. 
Von 


R. Bierich und A. Rosenbohm. 





(Aus dem Krebsinstitut Hamburg-Eppendorf.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Januar 1934.) 





A. 

Nach unseren friiheren Untersuchungen ') enthalten die lebenden 
Gewebe neben dem Glutathion noch eine zweite reduzierende 
Substanz, die wir als ,X“-Substanz bezeichneten. Wir nahmen 
dabei an, daB diese ,,X“-Substanz méglicherweise Ascorbinsiure 
ist. Der Gehalt der Gewebe an der gesuchten ,,X“-Substanz ergah 
sich zunichst aus der Differenz zwischen der Gesamtheit der 
mit Jod in saurer Lésung titrierbaren Substanzen und dem kolori- 
metrisch mit Nitroprussidnatrium bestimmten Glutathion. Es gelang 
dann die ,,X“-Substanz dadurch zu isolieren, daB dem Gewebs- 
extrakt, der mit Wolframat und Schwefelsiure enteiweiBt war, 
Silberlactat nach Folin zugesetzt wurde, wonach das Glutathion 
in den Silberniederschlag ging und die ,,X“-Substanz in Lésung blieb. 

Auf Grund dieser Isolierung konnte das bisher ungeklirte 
Verhalten von Gewebsextrakten nach Zugabe von KCN geklirt 
werden. Wir haben in einer friiheren Arbeit) festgestellt, daf 
nach Zugabe von KCN zu Gewebsextrakten der Jodverbrauch 
zunichst, und zwar durch Reaktion des KCN mit dem Glutathion 
etwas ansteigt, daB er aber bei langerer Kinwirkung des KCN 


stark abnimmt und da dieser Abfall des Jodverbrauchs in einer 


wiBrigen Glutathionlésung nicht erfolgt. Aus dem Versuch 
Tab. I geht hervor, daB dieser Abfall des Jodtiters durch die 
Reaktion des KCN mit der Ascorbinsiure bedingt ist. 

Die Trennung der Ascorbinsiure gelang quantitativ an Extrakten 
aus Rattenhirn, dagegen weniger vollkommen an Extrakten aus 
anderen Organen, entweder weil diese mit Silber fillbare Substanzen 
enthalten, die die ,,.X“-Substanz z.T. mitreiBen oder weil die ,,X“-Sub- 
stanz in ihnen bei der Trennung teilweise oxydiert wird. Daf die 
Ascorbinsiiure durch Silberlésung oxydiert werden kann, hat 
v. Szent-Gyérgyi gezeigt.?)*) 





1) Diese Z. 215, 151 (19338). 

*) Biochemic. J. 22, 1387 (1928); Huszak, Diese Z. 222, 220 (1933). 

*) Wir danken Herrn Prof. v. Szent-Gyérgyi auch an dieser Stelle 
fiir die uns freundlichst zur Verfiigung gestellte Ascorbinsdure. 
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Da die Isolierung der ,,X“-Substanz (vgl. Tab. IT) ganz besonders 
schlecht bei der Niere gelang und hier offenbar nicht durch Oxydation 
yon Ascorbinsiure bedingt war, konnte in den Extrakten aus 
Nierengewebe noch eine dritte Substanz vorliegen. Die im Nieren- 
extrakt nach der Methode von Hunter’) ausgefiihrten Unter- 
suchungen stellten fest, daB diese Substanz jedenfalls nicht Ergo- 
thionein war. 

1933 berichtete Boyland‘) iiber Untersuchungen mit einer 
von Harris angegebenen titrimetrischen Bestimmung der ,,X“-Sub- 
stanz. Er bestatigte in diesem Bericht unseren Befund, da in 
dem Gewebe eine zweite reduzierende Substanz vorliegt und nahm 
an, daB die von ihm mit 2,6 Phenolindophenol titrierte unbekannte 
Substanz zwar in den normalen tierischen Organen Ascorbinsiiure 
sei, daB aber die mit 2,6 Phenolindophenol titrierte Substanz in 
Extrakten aus Jensensarkom der Ratte — auf Grund noch nicht ver- 
iffentlichter biologischer Versuche von Harris — nicht Ascorbin- 
siiure, sondern eine andere, noch nicht identifizierte reduzierende 
Substanz sein miisse. Da hier méglicherweise eine Substanz vor- 
lag, die fiir Krebs spezifisch sein konnte, wurden 6 Meerschwein- 
chen Vitamin C-arm ernihrt und der Nahrung von dreien fort- 
laufend ein wiBriger Extrakt von Jensensarkom zugesetzt, wihrend 
die zwei anderen Tiere den Sarkomextrakt erst erhielten, als sie 
schon an Gewicht stark abgenommen hatten. Das 6. Tier wurde 
bis zum Tode Vitamin C-arm ernihrt und diente als negative 
Kontrolle, als positive Kontrolle dienten Tiere, die das Vitamin C 
in einem PreBsaft aus WeiBkohl erhielten. Von den 2 Tieren, die 
hei Beginn der Sarkomextraktzufiitterung schon stark abgenommen 
hatten, war das eine so schwach, daB es am 6. Fiitterungstage 
starb, bei dem anderen setzte das Wachstum am 2. Fiitterungs- 
tage wieder ein, und es erholte sich vollstindig. Bei den drei 
von Anfang an mit Sarkomextrakt gefiitterten Tieren kam keine 
Avitaminose zustande. Dies sprach gegen den von Boyland 
zitierten Befund von Harris und weiter dafiir, daB das Jensen- 
sarkom der Ratte zweifellos ,,.X“-Substanz, d. h. Ascorbinsiure bzw. 
Vitamin C enthalt (vgl. Methodik.). 


I. 
Bei der Abtrennung des Glutathions mit Silberlactat nach 
Folin fiel gleichzeitig ein gelbes Pigment’) aus, das in wiBriger 





*) Hunter, Biochemie. J. 22, 4 (1928). 4) Biochemie. J. 27, 502 (1933). 
*) Naturw. 21, S. 490 (1933). 
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Lésung stark griin fluoreszierte und nach Behandlung mit starkey 
Reduktionsmitteln unter Aufhéren der Fluorescenz farblos wurde. 
Der relative Gehalt der verschiedenen Rattenorgane an diesem 
Pigment wurde schatzungsweise durch Feststellung der Verdiinnung 
bestimmt, bei der die Fluorescenz eben nachweisbar war. Dies 
geschah oe Leberextrakten bei einer Verdiinnung von 1: 3000, 
bei Nierenextrakten bei Verdiinnung 1: 2500, bei Milz 1: 400, 
Hoden und Hirngewebe von 1:300 und in gleicher Verdiinnung 
bei Extrakten aus Flexnercarcinom und Jensensarkom der Ratte. 
Die Konzentration des Pigments in menschlichen Carcinomen und 
Sarkomen entsprach der in den Transplantattumoren (1:300) und 
zeigte keine wesentlichen Schwankungen, wihrend die Konzen- 
tration des Glutathions und der Ascorbinsiure in diesen Ge- 
schwiilsten stark wechselte. (Vgl. Tab. ITI). 

Auf Grund der eben beschriebenen Kigenschaften des Pig- 
ments sowie der weiteren Kigenschaft, daB es nach Behandlung 
mit NaOH chloroformléslich wird, nehmen wir an, daB es sich 
bei ihm um das gelbe Oxydationsferment — nach Warburg und 
Christian — bzw. um das Vitamin B, — nach Kuhn, Wagner- 
Jauregg und Gyérgy — handelt. tiber die Messung des Oxydo- 
Reduktionspotentials dieses Pigments wird an anderer Stelle® 
berichtet werden. WI 


AuBer dem Glutathion, der Ascorbinsiure und dem Vitamin B, 
kommt nach unseren Beobachtungen méglicherweise noch eine 
vierte reduzierende Substanz im lebenden Gewebe — und zwar 
zunichst im Lebergewebe — vor. Dies ergibt sich daraus, dai 
nach Tab. IV und VI die Jodwerte der Gewebe mit Zeit und 
Temperatur ansteigen, daB aber dieser Anstieg, wie Tab. VI zeigt, 
weder durch Glutathion noch durch Ascorbinsiure bedingt ist 
und auch nicht durch den Gehalt an dem gelben Oxydoreduktions- 
pigment bedingt sein kann, weil dieser zu gering ist. Aus den 
Tabellen ergibt sich, daB die gesuchte Substanz in der Leber 
zum groBen Teil im oxydierten Zustand vorliegt. 


IV. 

Die Rolle des Glutathions im Gewebe beurteilen wir folgender- 
maBen: Wir haben in einer friiheren Arbeit") zunichst die Vor- 
stellung abgelehnt, daB das Glutathion ein selbstindiges rever- 
sibles Oxydoreduktionssystem der Gewebe ist. Dies ergab sich 
daraus, daB wir in den lebenden bzw. in wenigen Minuten nach 





6) Diese Z. 228, 180 (1934). >a @. 





el - ll @ | ao a a 
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Entnahme fixierten Kérpergeweben die oxydierte Stufe des Gluta- 
thions nicht nachweisen konnten. Eine zweite Vorstellung besagt, 
daB das Glutathion als Katalysator hydrolytischer und desmoly- 
tischer Prozesse wirksam sein soll. Sie geht darauf zuriick, dab 
das Glutathion die Papainasen (Waldschmidt-Leitz und Grass- 
mann) und die Arginase (Waldschmidt-Leitz, Edlbacher 
u. a.) — méglicherweise nach Komplexbildung der Sulfhydryl- 
gruppe mit hemmenden Schwermetallen — aktiviert. Diese Wir- 
kung ist in keiner Weise fiir die SH-Gruppe spezifisch, denn sie 
kann z. B. auch durch Ascorbinsiure erzielt werden. 

Als weitere Wirkung des Glutathions hat sich aus den Unter- 
suchungen von Lohmann’) ergeben, daB es auch desmolytische 
Prozesse, und zwar spezifisch die Dismutation des Methylglyoxals 
aktiviert. Dies soll nach Lohmann aber nur fiir die Dismutation 
von synthetischem Methylglyoxal gelten, wihrend die Dismutation 
des natiirlichen Methylglyoxalhydrates, das beim Abbau von Gly- 
kogen entsteht, nach seinen Befunden nicht durch Glutathion er- 
folgt. Nach Neuberg und Auhagen®) soll das Glutathion auch 
die Dismutation des Methylglyoxals aktivieren, das bei der Milch- 
siuregirung der Hefe entsteht. Diese EKigenschaften des Gluta- 
thions mtiBten sich also bei der Glykolyse auswirken. 

Wir haben in einer friiheren Arbeit!®) darauf hingewiesen, 
daB nach den Untersuchungen von Meyerhof und Mitarbeitern, 
sowie nach Kraut, Bumm und Mitarbeitern im Tierkérper grund- 
sitzlich 2 Arten der Zuckerspaltung vorkommen. Es wird ent- 
weder Glykogen iiber Hexosephosphorsiure gespalten und dies ge- 
schieht z. B. in Leber und Muskel, oder es wird Glucose unter 
Aktivierung durch das Co-Ferment T gespalten und dies geschieht 
z. B. in Hirn und Krebsgewebe. Das Methylglyoxal, das bei der 
Glucosespaltung als Zwischenstufe entsteht, wird dann unter dem 
aktivierenden KinfluB des Glutathions zu Milchsiure dismutiert, 
und da hierdurch seine Resynthese zum Kohlehydrat zuriickgedrangt 
wird, ist dies gleichbedeutend mit einer Hemmung der Pasteur- 
Meyerhofschen Reaktion. Bumm und Appel?!) haben diesen 
Vorgang als direkte Hemmung der Pasteurschen Reaktion durch 
Glutathion beschrieben. 

Die Vorstellung, daB die Aktivierung der genannten enzyma- 
tischen Prozesse durch Glutathion in der reduzierten Form erfolgt, 
muf voraussetzen, daB bei intakter Pasteur-Meyerhofscher 


8) Biochem. Z. 254, 332 (1932). *) Biochem. Z. 264, 452 (1933). 
*) Diese Z. 214, 271 (1983). 11) Diese Z. 210, 79 (1932). 
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Reaktion kein reduziertes, sondern oxydiertes Glutathion in dey 
Geweben vorliegt. Damit steht in Hinklang, daB itiberall da, wo 
die Pasteur-Meyerhofsche Reaktion gehemmt ist, wie im Krebhs- 
gewebe?* 1510) ynd nach Bumm 4) in wachsenden Geweben iiber- 
haupt, reduziertes Glutathion gefunden wird. 

Auf Grund der immer wiederkehrenden Behauptung, daB das 
Glutathion in den lebenden Geweben in der oxydierten Form 
vorliegen soll, haben wir unsere friiheren Befunde noch einmal — 
mit einer verbesserten Technik — nachgepriift, bei der die Gewehe 
nahezu unmittelbar — in 20” — nach ihrer Entnahme aus dem 
lebenden Organismus fixiert wurden (T'ab. IV, Y). 

Diese Nachpriifungen ergaben, dab der Jodverbrauch vou 
Hirngewebe mit der Zeit (20” bis 20’) um etwa 20°/, abnimmt, 
wihrend er bei Anwesenheit von oxydiertem Glutathion hatte zu- 
nehmen miissen. Am Lebergewebe wurde dagegen unter gleichen 
experimentellen Bedingungen ein Anstieg des Jodverbrauchs um 
12—24°/, gefunden, und da der Glutathiongehalt der Leber wesent- 
lich héher als der von Hirngewebe ist, konnte an dem Extrakt auch 
eine kolorimetrische Bestimmung des SH-Gehalts gemacht werden. 
Die Bestimmung ergab, daB der SH-Gehalt in dem spit (20’) 
fixierten Lebergewebe um 5—8°/, héher als in dem schnellfixierten 
Gewebe ist, und daB — da dieser Unterschied in den Bereich 
der Fehlergrenze fallt — keine Anhaltspunkte fiir das Vorhanden- 
sein auch geringer Mengen von oxydiertem Glutathion vorliegen. 
Wir haben andererseits in Abschnitt III darauf hingewiesen, dab 
wir die im Lebergewebe gefundene Zunahme des Jodverbrauchs 
darauf zuriickfihren, daB hier noch eine weitere jodbindende 
Substanz vorhanden ist. 

Zusammenfassend laBt sich sagen, daB keine experimentellen 
Belege dafiir vorliegen, daB in den lebenden Geweben auBer dem 
reduzierten Glutathion nennenswerte Mengen von oxydiertem 
Glutathion vorhanden sind. Wir stellen andererseits fest, dai 
der Gehalt der lebenden Gewebe an reduziertem Glutathion so 
eroB ist, daB er ausreichen miibte, um die Enzymprozesse zu 
aktivieren, daB diese Prozesse aber trotzdem nicht dauernd akti- 
viert sind. MaBgebend fiir die Aktivierung der Prozesse ist also 
nicht das Vorhandensein der reduzierten Form des Glutathions 
an sich, sondern offenbar das Zustandekommen eines Glutathion- 





12) Diese Z. 155, 245 (1926). 3) Klin. Wschr. 6, 1599 (1927). 
14) Klin. Wschr. 12, 1747 (1933), (Referat). 





\ 
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Schwermetallkomplexes im Sinne von Michaelis und K. Stern?5) 
Waldschmidt-Leitz'*), Edlbacher.’) 


Methodik. 
I. 
Zu Abschnitt I. u. II]. (Tab. I, I, II, V1). 

Bei Herstellung der Gewebsextrakte wurde auf 1 g Gewebe 1,18 ecm 
2/,n-H,SO, und 1,18 cem 10°/,ige Natriumwolframatlésung zugesetzt und 
auf ein Gesamtvolumen von 10—20 cem mit Wasser aufgefiillt. Danach wurde 
griindlich durchgeschiittelt, 20 Minuten stehen gelassen, 30 Minuten zentri- 
fugiert und die abgegossene Fliissigkeit filtriert. Die Titration geschah nach 
Kiihnau wie friiher angegeben. Fiir die getrennte Bestimmung der ,,X‘“- 
und SH-Fraktionen wurden 25 ccm von dem filtrierten Gewebsextrakt in 
ein diinnwandiges Zentrifugenglas pipettiert und mit Silberlaktatlésung nach 
Folin [J. of biol. Chem. 54, 2 (1922)], und zwar bei Leber mit 1 cem und 
bei allen anderen Geweben mit 0,3—0,5 cem versetzt. Unmittelbar danach 
wurde 10 Minuten zentrifugiert, vom Niederschlag (SH-Fraktion) in ein an- 
deres Zentrifugenglas abgegossen, die Fliissigkeit (,,X‘-Fraktion) mit 1 cem 
gesittigter Kochsalzlésung versetzt, sofort 10 Minuten zentrifugiert; und wie 
die SH-Fraktion unter Zugabe von 4 ccm Eisessig titriert. Diese ,,X“-Fraktion 
gibt keine Nitroprussidreaktion. 

Der Niederschlag wurde mit 4 Tropfen 25°/,iger HCl und 0,5 cem 
Wasser versetzt, nicht umgeriihrt und das Glas 60—75 Sekunden in ein 
kochendes Wasserbad gestellt. Danach wurden 24,5 cem Wasser zugesetzt, 
umgertihrt, etwa 10—20 Minuten zentrifugiert, 5 ccm zur Nitroprussidreaktion 
entnommen und der Rest wie oben titriert. Die Nitroprussidreaktion wurde 
in friiher beschriebener Weise angestellt. 


2. 
Zu Abschnitt I. 

Als Vitamin-C-arme Kost erhielten die Tiere, nach Hess und Unger, 
Hafer, Heu und Wasser nach Belieben. Die Gewichtsabnahme und die 
Symptome der C-Avitaminose traten bei dieser Kost regelméiBig von der 
2. und 3. Woche ab auf. Nach etwa einwéchentlicher Beobachtung, wihrend 
der die Tiere an die Fiitterungspipette gew6hnt waren, begann der eigent- 
liche Versuch. Es wurde zunichst festgestellt, daB eine Avitaminose nicht 
zustande kam, wenn die Tiere waBrigen Leberextrakt oder tiglich 1—2 mg 
Ascorbinsiure erhielten. Im Hauptversuch wurde ihnen dann tiglich ein 
wiBriger Extrakt aus 1—3 g Jensensarkom entsprechend einem Gehalt von 
etwa 0,5—1,5mg Ascorbinsdure zugefiihrt. Diese Menge Tumor bzw. Ascorbin- 
siure reichte aus, um das Auftreten der Avitaminose zu verhindern oder 
eine eingetretene Avitaminose zu heilen. Die Gesamtdauer des Versuchs 
betrug etwa 5 Wochen. 3 


Zu Abschnitt II. (Tab. IID. 
Der Gehalt der Organe am gelben Oxydoreduktionspigment wurde an 
Gewebsextrakten nach der Wolframat—Eiwei8-Fillung bestimmt, indem die 
Extrakte mit 0,25°/,iger HCl bis zum deutlichen Schwinden der griinlichen 


*) Biochem. Z. 240, 192 (1931). 1%) Diese Z. 214, 55 (1933). 
') Klin. Wschr. 12, 1843 (1933). 
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Fluorescenz verdiinnt wurden. Die Verdiinnung wurde auf 1 Teil Gewebe 
berechnet. Eine direkte Beziehung auf die Pigmentkonzentration war nicht 
méglich, weil reines krystallisiertes Pigment nicht zur Verfiigung stand. 
Als Lichtquelle fiir die Fluorescenzerzeugung diente eine Bogenlampe. Vor- 
geschaltet war eine Kiivette mit Kupfersulfatlésung und einem Uvettglasfilter, 


4, 
Zu Abschnitt III. u. ITV. (Tab. IV u. V). 


Die zu fixierenden Gewebe (Leber, Hirn) wurden den Ratten in Ather- 
narkose entnommen. Sie kamen dann in ein gewogenes, 10°/, ige z. T. ge- 
frorene Trichloressigsiiure enthaltendes Wigeglischen, wurden hier fein zer- 
schnitten, gewogen, in einem kleinen, gekiihlten Mérser mit Quarzsand 
zerrieben, in ein Zentrifugenglas iibertragen und zentrifugiert. Der Prozef 
bis zum Wiegen dauerte etwa 20 Sekunden. Nach dem Zentrifugieren wurde 
abgegossen und der Gewebsriickstand 3 mal mit Trichloressigsiure unter 
jedesmaligem Zentrifugieren nachgewaschen. Die vereinigten Trichloressig- 
siureextrakte wurden titriert, bzw. bei der Leber, nach Sattigen mit Ammon- 
sulfat, die Nitroprussidreaktion angestellt. Zum Alkalisieren wurde hierbei 
statt KCN verdiinntes Ammoniak genommen. Da die Firbung bei der 
Nitroprussidreaktion rasch abblaBt, muB die Messung sofort erfolgen. Die 
gefundenen Extinktionskoeffizienten sind in Tab. IV eingeklammert angegeben. 


Tabelle I. 
KCN-Einwirkung auf den Jodverbrauch 
der getrennten ,,X“- und SH-Fraktionen von Rattenleberextrakt. 








ys -Fraktion | SH-Fraktion 











Ohne KCN-Zusatz . . 5,9 1,3 








Mit KCN nach 3’ . . 5,9 2,4 
nach 50’. . 3,9 2,6 


Tabelle i. 


Der Gehalt von tierischen Geweben und menschlichen Tumoren 
an Glutathion und ,,X“-Substanz. 


























Vor d. Silberfillung} Nach der Silberfillung 
»X“+SH)|SHcolor.| ,,X“ | SH titr. | SH color. 
ye re 10,67 8,22 7,45 3,16 
: eerie or! 13,4 2,9 9,3 3,6 2,5 
a RS et ad a8 12,5 6,63 5,24 5,24 (| 4,04 
<. | 1251 | 5,8 5,0 5,6 
= “aie 17,4 | 848 | 236 | 14,15 
Hund: Nebenniere. . . 40,5 4,35 2,51 5,51 
Ratte: Leber ..... 14,5 11,8 2,7 11,0 9,3 
Jensensarkom der Ratte 13,3 4,8 6,9 5,1 
Mensch: Mamma-Ca 469 5,58 3,07 1,46 3,73 
i 475 12,98 4,49 6,68 
ei 4 488 10,35 8,08 | 5,09 
- Parotis - Misch- | 
tumor 497 . . 7,33 2,37 8,13 | 2,38 


Die Zahlen geben den Verbrauch an cem n/200-Jodlésung auf 10 ¢ 
Frischgewebe wieder. 
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Tabelle II. 


Gehalt menschlicher Tumoren an ,,X“*+ SH und SH 
und gelbem Oxydoreduktionspigment. 














be * * Gelbes Ox do- 
nX"+ SH*) | SH color.*) peaiiimenianest 
wana Sarkom 498 . ae 25,1 11,8 1: 360 
Parotis-Mischtumor 497. . 7,3 2,4 1: 200 (400?) ¢ 
Mamma-Ca 499. ..... 12,4 2,7 1: 270 ' 
a 10,2 2,9 1: 424 
Se cae 1: 364 
ea 1: 560 
Sigmoid- Ca 501. ' 8,9 2,8 1: 370 (740?) 











*) In cem n/200- Jodlésung auf 10 g Gewebe. 


Tabelle IV. 
Kinflu8 der Fixierungszeit auf den Jodverbrauch (SH + ,,X“) der Rattenleber. 








Jodverbrauch (n/200) auf 10 g Gewebe 








Fixierungszeit |——- , ah a ee 
‘! 4. 2 et <li stant SMR. 

15” 25” 10, 3 (0, 328) | ‘14 oO a, 005) 12,8 10,3 | 19,9 

rf — 23’ 11, 8 (0,357) | 16 05 (1,056) 16,0 12,1 22,2 


Tabelle V. 
KintluB der Fixierungszeit auf den Jodverbrauch (SH +,,X“) des Rattenhirns. 























Jodverbrauch (n/200) auf 10 g Gewebe 
Fixierungszeit _ ) 
1 we 2 | 
26” bzw. 20” 9,75 9,88 
20’ baw. 10’ 1,75 7,08 





Tabelle VL. 


Einflu8 der Temperatur auf den Jodverbrauch 
(n/200-Jodlésung auf 10 g) von Rattenleber. 
































Vewwsiit Vor der Silberfallung Nach der Silberfillung 

erweildauer 
»X“+SH | SH color. © ae SH 

| { 110’ bei 20° 9,85 4,86 2,54 3,62 

‘1110’ bei 37° 11,9 4,69 2,56 5,05 

» | 90" bei 20° 19,5 12,3 3,91 9,35 

“| 90’ bei 37° 21,8 12,7 3,89 11,1 
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Neues Nesslerreagens. 


Von 
Hans J. Fuchs. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Tieriirztlichen Hochschule Berlin.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Januar 1934.) 





Die zur Durchfithrung der Krebsreaktion {[CaR')] erforderliche, sehr 
genaue Reststickstoffbestimmung auf kolorimetrischem Wege unter Ver- 
wendung von Nesslers Reagens hat zu zahlreichen Verbesserungen ge. 
fiihrt, von denen eine hier kurz wiedergegeben werden soll. Die handels. 
itiblichen Nesslerlésungen haben einige Eigenschaften, die beim Gebrauch 
in unangenehmer Weise hervortreten: nicht nur, da’ ihre Empfindlichkeit 
von Fabrikat zu Fabrikat sehr verschieden hoch ist; sie wechselt vielfach 
auch von Flasche zu Flasche des gleichen Fabrikates. Sie unterliegt nim- 
lich einer dauernden Verinderung, die z. T. schon durch Entstehung eines 
Niederschlages selbst in der wohlverschlossenen, kiihl und vor Licht ge- 
schiitzt aufbewahrten Fliissigkeit festzustellen ist: dekantiert man dann den 
iiberstehenden, klaren Inhalt der Flasche unter allen Kautelen (Schutz vor 
Ammoniak und Kohlensiure) in eine neue, peinlich saubere Flasche, so ist 
auch in dieser bald das Auftreten eines neuen Niederschlages zu bemerken. 
Abgesehen von den vielen verschiedenartigen Herstellungsmethoden des 
Reagens deuten auf die dauernde Verinderung auch Angaben hin, dai 
Nesslerlésungen um so empfindlicher werden, je ilter sie sind.*) } 

Es ist deshalb unbegreiflich, daB andere Autoren Methoden angeben 
kénnen, in denen reproduzierbare kolorimetrische Stickstoff bestimmungen 
unter Verwendung von Nesslers Reagens entweder mit Standardfarb- 
lésungen ausfiihrbar sein sollen, oder — was nach oben Dargelegtem noch 
zweifelhafter erscheint — mit Hilfe einer unverinderlichen Tabelle von 
Extinktionswerten kolorimetriert wird. Alle diese Angaben zeigen, daf ihre 
Nachpriifung sich auf einen Zeitraum erstreckte, der keineswegs dazu aus- 
reichen konnte, um ihre Genauigkeit hinreichend zu kontrollieren.*) 

Weiterhin unterscheiden sich die verschiedenen Nesslerlésungen durch 
ihre Ausflockungsschwelle, d.h. den Punkt, wo bei Zusatz von Ammonium- 
salzen die Farbstoffteilchen auszufallen beginnen. Diese wird einerseits 
von der Menge der zugesetzten Ammoniumsalze abhingen, andererseits von 
dem Salzgehalt der mit Nesslers Reagens versetzten Lisung iiberhaupt. 
Um diesen Ubelstand zu umgehen, sind 3 Wege vorhanden: erstens ver- 
diinnt man die zu nesslerisierende Lésung derartig mit destilliertem Wasser, 
daB die Ammoniumsalz- und Salzkonzentration iiberhaupt so schwach ist, 
daB keine Ausflockung mehr stattfindet; zweitens setzt man zu der zu 
nesslerisierenden Lésung einen Stabilisator fiir den kolloiden Farbstoff zu, 
der seine Ausflockung verhindert (Gummi, Rochellesalz); drittens sucht man 
eine Nesslerlésung, welche eine erhéhte Stabilitit des in ihr entstehenden 
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Farbstoffes aufweist. Der erste Weg ist der iilteste und wird auch heute 
noch vielfach verwendet. Fiir exakte Mikroanalysen ist er insofern wenig 
prauchbar, als mit der Verdiinnung zahlreiche Fehlerquellen entstehen. Der 
zweite Weg ist bereits wesentlich besser, zumal er es erlaubt, bereits mit 
viel tieferen F'arbténen zu kolorimetrieren und damit die Genauigkeit der 
Ablesung zu vermehren. Der dritte ist bisher noch nicht beschritten worden. 
Er wird im folgenden kurz dargestellt. 


Nach Erkenntnis dieser Unannehmlichkeiten in Nesslers Reagens lag 
die Forderung nahe, eine Nesslerlésung anderer Zusammensetzung zu suchen, 
die diese Fehler weitméglichst beseitigte. L.S. Walters‘) hat bereits zu 
seinen kolorimetrischen Stickstoffbestimmungen die iibliche Lésung giinstig 
verindert, indem er, unter Verwendung der Grundliésung von Kaliumqueck- 
silberjodid nach der Herstellungsweise von Koch und Me Meekin’), diese 
nicht mit KOH sondern mit LiOH auffiillte. Die Nachpriifung dieser An- 
gaben lieferte bereits eine Nesslerlésung, die etwas stabiler war als die 
Originallésung von Koch und McMeekin: die erstere ergab mit Ammonium- 
sulfatlésungen verschiedener Konzentration eine gelbe, noch klare Mischung, 
bei denen die letztere schon liingst auszuflocken begann. Es lag demzufolge 
nahe, in der Grundlésung nun gleichfalls das zu ihrer Herstellung ver- 
wendete Kaliumjodid durch Lithiumjodid zu ersetzen, wodurch in der fertigen 
Nesslerlésung simtliches Kalium durch Lithium verdriingt wird. Die in 
dieser Richtung angestellten Versuche ergaben das Erwartete: die neue 
Lithiumnesslerlésung halt noch — in der unten angegebenen Nesslerliésung 
selbst — tiber 3 mg Ammonsulfat in klarer Farblésung, ohne daB vorher 
irgendein Stabilisator zugesetzt worden ist. 


Die Herstellung dieser Lithiumnesslerlésung ist folgende: 


22,5 g¢ J werden in 20 ccm destilliertem Wasser gelést, welches 32,5 g 
LiJ-1H,O klargelést enthalt. Etwa 30 g gereinigtes metailisches Hg werden 
zugegeben, nachdem 2 ccm der braunen Lésung beiseite gesetzt wurden. 
Das Gemisch wird unter Wasserkiihlung geschiittelt, bis die Fliissigkeit die 
Jodfarbe vollkommen verloren hat. Sie wird dekantiert und mit einer 1°/,- 
igen Stirkelésung auf freies Jod gepriift. Falls dieses dann nicht mehr 
darin nachweisbar ist, werden von der anfangs erwihnten zuriickgehaltenen 
Jodlésung spurenweise Mengen zugesetzt, bis ein sehr geringer Jodiiber- 
schu8 bleibt, der durch Auftreten der Stirkereaktion festgestellt wird. Die 
nunmehr fertige, klare Stammlésung wird auf 200 ccm aufgefillt, dann wird 
sie insgesamt in 1000 cem Lithiumhydroxydlésung schnell eingegossen, die 
folgendermaBen hergestellt worden ist: 


1 kg LiOH (Merck, krystallisiert, etwa 53°/, LiOH-Gehalt) wird in 
etwa 5 Liter destilliertem Wasser, dem zwecks Entfernung von Bariumspuren 
einige Kubikzentimeter reinster Schwefelsiure zugesetzt wurden, kurz auf- 
gekocht, wobei am besten ein Baboblech verwendet wird. Wahrend des 
Erwiirmens wird der Kolben hiufig kriftig geschiittelt oder sein Inhalt 
mit einem Glasstab umgeriihrt. Kurz nach Siedebeginn wird die triibe 
Flissigkeit durch einen groBen Glastrichter iiber Glaswolle hei8 in einen 
zweiten Kolben filtriert, wobei so weit wie méglich ein Luftzutritt ver- 
hindert wird. Ist das Filtrat klar, so filtriert man in eine Flasche, in der 
sich eine fingerhohe Schicht reinsten, flissigen Paraffins befindet: diese 
schiitzt das klare Filtrat am besten vor Kohlensiure. Die Endlésung ist 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXIII. 10 





146 Hans J. Fuchs, Neues Nesslerreagens. 


tiberkonzentriert und wird nunmehr mittels Schwefelsiure von bekannte 
Konzentration auf 3,5 n. eingestellt. Mit dieser wird die Grundlésung 
aufgefiillt. 

Es ist sorgfiltig darauf zu achten, daf bei diesen Operationen 
Ammoniakdimpfe ferngehalten werden. Denn diese verursachen eine Gelb- 
fiirbung der endlichen Lithiumnesslerlésung, die nicht mehr — durch Fil- 
tration oder Absetzenlassen — aus ihr zu entfernen ist! Darin zeigt sich, 
bereits die auBerordentliche Stabilitét der Lithiumnesslerlésung. So ist ferner 
gut vor CO, zu schiitzen, da sie sich infolge Entstehung von Li,CO, sonst 
triibt. Nesslerisierung von gréBere Mengen Phosphat oder Kalk enthalten- 
den Lésungen ist mit dieser Liésung gleichfalls unméglich. 


Die Lithiumnesslerlésung zeigt — vorschriftsmaiBig zubereitet und 
aufbewahrt — nach Monaten noch nicht die geringste Ausflockung, selbst 
wenn sie in dieser Zeit bei Zimmertemperatur und im Licht gehalten 
wurde. Ihre schwach-griinliche Eigenfarbe verindert sich gleichfalls nicht. 
Die Empfindlichkeit ist der aller anderen Nesslerlésungen etwas iiberlegen. 
Da natiirlich auch hier jede neu zubereitete Menge eine Endlésung von 
abweichender Empfindlichkeit gibt, ist auch bei Verwendung verschie- 
dener Lithiumnesslerlésungen der Gebrauch einer durchweg gleichen fixen 
Standardfarblésung oder Anlehnung an eine unverinderliche Extinktions- 
kurve unméglich. 
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Beitrige zur Konstitutionsermittlung des Follikelhormons. II. 
tiber den Sattigungsgrad und den aromatischen Charakter 
des Follikelhormons. 

Untersuchungen itiber das weibliche Sexualhormon, 11. Mitteilung.’) 


Von 


Adolf Butenandt und Ulrich Westphal. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Januar 1934.) 





Unsere letzte ausfiihrliche Publikation iiber die Konstitution 
des Follikelhormons erfolgte vor 11/, Jahren in der 8. Mitteilung 
dieser Arbeitsreihe.”) Die damals vorliegenden Experimente waren 
noch nicht ausreichend, um eine gesicherte Konstitutionsformel 
fir das Hormon zu entwickeln, sie lieBen nur mit einiger Wahr- 
scheinlichkeit Riickschliisse zu iiber den vorliegenden Formeltypus. 
In der Zwischenzeit ist das Problem wesentlich geférdert worden; 
die Ergebnisse unserer Arbeiten, die zur Aufstellung einer weit- 
gehend gesicherten Konstitutionsformel*) fiir das Follikelhormon 
fiihrten, sind in einer Reihe von Vortragen und kurzen Mitteilungen 
ohne eingehende experimentelle Belege bekannt gegeben worden.*) 
Wir beginnen in der vorliegenden Arbeit mit der ausfihrlichen 
Veréffentlichung unseres experimentellen Materials. 

Die in der 8. Mitteilung enthaltenen Ergebnisse iiber die 
Konstitution des Hormons seien in folgendem nochmals zu- 
sammengefaBt: 

1. Das w-Follikelhormon entspricht dem Ausdruck 
C,,H,,0,, es enthalt eine schwach saure Hydroxylgruppe und 
ee Carbonylgruppe, 

2. das Follikelhormonhydrat C,,H,,O, trigt an Stelle 
der Carbonylgruppe 2 benachbarte alkoholische Hydroxylgruppen, 

3. das Hormon enthalt mindestens drei Doppelbindungen; in 
seinem Skelett befindet sich wahrscheinlich ein aromatischer Ring. 


') 10. Mittlg.: Diese Z. 218, 104 (19383). 

*) Diese Z. 208, 149 (1982). 

*) Ber. chem. Ges. 66, 601 (1933). 

*) Nature, 13. August 1932; Z. angew. Chem. 45, 655 (1932); Naturw. 
1933, 49; Ber. chem. Ges. 66, 601 (1933); Chemistry a. Industry 31. Marz 1933, 
S. 287 (1933); Ber. chem. Ges. 67, 140 (1934). 
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4. Dem Hormon liegt entweder ein 3 fach ungesiittigtes 
Vierringsystem oder ein 4fach ungesiittigtes Dreiringsystem zu. 
grunde. — Die endgiltige Entscheidung iiber den Sattigungs. 
grad des Hormons vermochten wir mit den uns damals zur Ver. 
fiigung stehenden Substanzmengen nicht zu treffen, wir wiesen 
deshalb daraufhin, da8B wir den ,,Nachweis (des Vorhandenseins 
oder Fehlens einer vierten Doppelbindung) als wichtige Aufgabe 
betrachten, um die endgiiltige Entscheidung zwischen den beiden 
Méglichkeiten zu fallen, ob im Hormonmolekil drei oder vier 
Ringe vorhanden sind.) 

Réntgenographische Arbeiten von I. D. Bernal?) waren zu jener 
Zeit entscheidend*) dafiir, daB wir arbeitshypothetische 
Formeln fiir das Follikelhormon (I) und sein Hydrat (II) mit 
3 Ringen (und 4 Doppelbindungen) bekannt gaben, die im Ein- 
klang standen mit unseren chemischen Erfahrungen und dic 
gleichzeitig den von Bernal fiir die Dimensionen des Hormon- 
molekiils ermittelten Daten Rechnung trugen; nach Bernal 
sollten die damals vorliegenden Ergebnisse der physikalischen 
Messungen nur gut vereinbar sein mit dem Vorhandensein eines 
partiell hydrierten Phenanthren- (oder Anthracen-)Systems im 
Hormonmolekiil, ein Vierringsystem (etwa nach Art der Sterine 
und des Pregnandiols) glaubte er hingegen sicher ausschliefen 
zu kénnen. 








“ \ZS—0H 4 a S—OH 
| | Le | 
oo SN ha ew 
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—C.H, —C,H, 


Die Formeltypen I und II schienen uns auch geeignet, die 
folgenden 3 Befunde der Literatur zu deuten. 1. Das Hormon list 
sich (wie ein Enol) mit Jod titrieren.*) 2. Es lieferte scheinbar bei 
energischer Reduktion nach Clemmensen ein neutrales Dihydro- 
desoxoderivat C,,H,,OH.') 3. Der saure Charakter der Hydroxyl- 
gruppe im Hormonmolekil (I) wird durch den Ersatz der Keto- 


) Diese Z. 208, 161, Zeile 15—18 (1932). 

*) Chemistry und Industry 51, 259 (1932). 

5) Diese Z. 208, 165, Zeile 24—29 (1932). 

*) E. A. Doisy und Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 91, 791 (1931). 
5) Diese Z. 208, 153 (1932). 
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gruppe durch zwei benachbarte Hydroxylgruppen (Ubergang in 
das Hydrat II) wesentlich verstirkt.’) 


Im Sommer 1932 haben wir uns der Frage nach dem Sitti- 
gungsgrad des Hormonmolekiils in ausgedehnten Untersuchungen 
gugewandt. Sie wurden dadurch erleichtert, daB um diese Zeit 
erstmalig etwas gréBere Materialmengen zu unserer Verfiigung 
standen; fiir die in vorliegender Arbeit beschriebenen Versuchs- 
reihen verwandten wir insgesamt etwa 500mg Hormon und etwa 
3g Hormonhydrat. Zur Darstellung der Krystallisate wurden 
uns von der Schering-Kahlbaum A. G.-Berlin Schwangeren- 
harnrohél sowie Rohkrystallisate aus Stutenharn zur Verfiigung 
gestellt. Die Reinigung des Hormons selbst wurde uns durch 
den Befund erleichtert, daB es (im Gegensatz zum Hydrat) mit 
Chinolin eine schwer lésliche, in gut ausgebildeten farblosen 
Nadeln oder Prismen krystallisierende Additionsverbindung 
eingeht, in der das Molverhiltnis Hormon:Chinolin = 1:1 betrigt. 
Durch Zersetzung dieser Additionsverbindung mit verdiinnter 
Salzsiure kann man das Hormon in sehr reiner Form abtrennen. 


Wir wollen erwihnen, da’ wir mit dem so gereinigten Hormon noch- 
mals eine Bestimmung der Wasserléslichkeit ausfiihrten, da die hierfiir 
angegebenen Daten schwanken. Nach einer im experimentellen Teil be- 
schriebenen Methode ermittelten wir die Konzentration einer kalt gesiittigten 
wiBrigen Follikelhormonlésung zu 2,1 mg pro Liter.®) 


Uber die katalytische Hydrierung des Hormons. 


Uber einige Hydrierungsprodukte des Hormons und des 
Hormonhydrats haben wir schon berichtet: schiittelt man Hor- 
monacetat in alkoholischer Lésung in Gegenwart von Platinoxyd 
mit Wasserstoff, so geht es in Hexahydro-desoxo-hormon 
U,,H,,.-OH%) tiber; daB im Verlauf dieser Reaktion 6 Wasser- 
stoffatome in das Molekil eintreten und die Carbonylgruppe 
durch CH, ersetzt wird, folgt aus der Tatsache, daB man zu dem 
gleichen Hydrierungsprodukt gelangt, wenn man durch Reduktion 
des Hormons nach Clemmensen oder Wolf-Kishner zunichst 
das Desoxo-follikelhormon C,.H,,OH‘) darstellt und dieses 


18723 
der energischen katalytischen Hydrierung unterwirft. 





') Diese Z. 208, 159 (1932). 

*) Vgl. Diese Z. 191, 141 (1930). 

‘) Diese Z. 191, 154 (1930); 208, 160 (1932). 
*) Diese Z. 208, 152 (1932). 
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Die Hydrierung des Hormonhydrats, die wir in alkoholischey 
Lésung mit Platinoxydkatalysator in Gegenwart von etwas Salz. 
siure ausfiihrten'), verliuft nicht einheitlich: unter Aufnahme 
von sechs Wasserstoffatomen entsteht einmal das Hexahydro-hor. 
monhydrat C,,H,,(OH),”), das ein gut krystallisiertes Triacetat 
liefert; neben diesem Hydrierungsprodukt bilden sich unter Ent- 
fernung von einer Oxygruppe 2 stereoisomere Diole C,,H,,(OH), 
das Hexahydro-desoxy-follikelhormonhydrat (Schmelz. 
punkt 152°) und das Iso-hexahydro-desoxy-fo llikelhormon- 
hydrat (Schmelzp. 162°); das Verhiltnis, in dem die 3 Hydric. 
rungsprodukte des Hydrats entstehen, ist von der Beschaffenheit 
des Katalysators abhingig, daher wechselnd und nicht immer 
vorauszusehen. Hauptprodukt der Reaktion ist stets das Hexa- 
hydro-desoxy-follikelhormonhydrat vom Schmelzp. 152°, das durch- 
schnittlich zu etwa 90°/, anfallt, sein Isomeres bildet sich zu 
5—10°/,, das normale Sittigungsprodukt hingegen entsteht nu 
in einer Ausbeute zwischen 0 und 10°/,, seine Bildung kam 
durch Verwendung von frisch bereitetem, ,durch Spuren von 
Ferrichlorid aktiviertem Katalysator begiinstigt werden. 

Die Trennung der beiden isomeren Desoxyderivate, die unter- 
einander Mischkrystalle bilden, ist sehr miihsam und zeitraubend 
gewesen; von allen angewandten Methoden*) hat sich nur eine 
sehr langsame Hochvakuumsublimation des vorher acetylierten 
Gemisches als brauchbar erwiesen, sie lieferte die beiden Di- 
acetate der Desoxystoffe mit dem Schmelzp. 84° bzw. 181°, 
aus denen durch Verseifung mit methylalkoholischer Kalilauge 
die reinen Diole gewonnen wurden. 

Es besteht kein Zweifel dariiber, da die perhydrierten Des- 
oxystoffe dadurch aus dem Hydrat entstehen, daB 3 Doppel- 
bindungen abgesittigt und die saure Hydroxylgruppe aus dem 
Molekiil entfernt wird, denn beide Hexahydro-desoxy-hormon- 
hydrate sind Glykole und lassen sich — genau wie das Hormon- 
hydrat*) — durch vorsichtige Destillation iiber Kaliumbisulfat im 
Hochvakuum unter Abspaltung von Wasser in die ihnen ent- 
sprechenden zwei Ketone C,,H,,O iiberfiihren, die in Gestalt ihrer 
schwer léslichen Semicarbazone (Schmelzp. 262,5° und 278,5" 


1) Diese Z. 208, 160 (1932). 
*) Diese Z. 208, 171 (1932). , 
8) Vgl. Dissertation von U. Westphal, ,,Uber den Sittigungsgrad 
und den aromatischen Charakter des Follikelhormons“, Géttingen 1933. 
4) Diese Z. 199, 252 (1931). 








id 





Beitrige zur Konstitutionsermittlung des Follikelhormons. II. 15] 


charakterisiert wurden. Die Entstehung dieser Ketone beweist, 
daB die beiden noch verbliebenen Hydroxylgruppen identisch sind 
mit denen, die im Hormonhydrat alkoholische Natur besitzen. 

Es war naheliegend, die erhaltenen Semicarbazone nach Wolf-Kishner 
zu gesittigten Grundkohlenwasserstoffen des Follikelhormons zu 
reduzieren. Wir haben trotz wiederholter Versuche dieses Ziel nicht er- 
reicht, die anfallenden Kohlenwasserstoffe zeigten keinerlei Krystallisations- 
bereitschaft und konnten mit dem verfiigbaren Material aus diesem Grunde 
nicht charakterisiert werden. 

Die Beziehungen der von uns dargestellten Hydrierungs- 
produkte des Follikelhormons zueinander sind aus folgender 
Zusammenstellung ersichtlich: 





Follikelhormon Desoxo-follikelhormon 
—OH* —> C 
CysHe, _ C, Hy; —OH 
| | 
| Y 
| Hexa-hydro-desoxo- Hexahydro-desoxy- 
oa > follikelhormon follikelhormon 
| 
| CisHoo —OH® C1 gHyg — 
Follikelhormon- Hexa-hydro- Hexahydro-desoxy- 
hydrat follikelhormonhydrat follikelhormonhydrat 
—OH* ~——* —OH* OH 
C,sHe [oH CB [oH CHa lon 


Das Ergebnis der katalytischen Hydrierungen ist ein ein- 
heitliches: Im Molekiil des Follikelhormons befinden sich 
drei hydrierbare Doppelbindungen; die Hexahydroderivate 
sind gegen weitere Hydrierungsversuche vdllig resistent. Da sich 
Doppelbindungen in kondensierten Ringsystemen aber aus steri- 
schen Griinden bei der katalytischen Hydrierung dem Nachweis 
entziehen kénnen?), war die nihere Untersuchung der Hexahydro- 
derivate des Follikelhormons in bezug auf ihren Sittigungsgrad 
notwendig, um eine sichere Entscheidung iiber die Zahl der ins- 
gesamt vorhandenen Doppelbindungen zu fillen. Es lieB sich 
zeigen, daB alle dargestellten Hexahydroderivate véllig bestandig 
sind gegen Behandlung mit neutraler oder alkalischer Kalium- 
permanganatlésung, gegeniiber Benzopersiure und gegen- 


) Vgl. Diese Z. 208, 165 (1982). 
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tiber Ozon, auBerdem liefern sie mit Tetranitromethan keine 
Gelbfarbung mehr, sie zeigen also das Verhalten gesattigter Stoffe. 

Aus diesen Ergebnissen haben wir seinerzeit zuerst den 
SchluB gezogen, daB — entgegen der allgemein herrschenden An- 
sicht — im Follikelhormon nur drei Doppelbindungen vor- 
handen sind, daB also ein 3fach ungesittigtes Vierring- 
system vorliegt. Wir haben es fiir notwendig gehalten, diesen 
Befund auf physikalischem Wege zu erhirten und haben uns 
aus diesem Grund dem Studium des spektrochemischen Verhaltens 
des Follikelhormons zugewandt. 


Die Molekularrefraktion des Follikelhormons und seiner Derivate. 


Wir wiahlten eine genaue Untersuchung der Molrefraktion, 
weil diese Methode nicht nur gestattet, schwer nachweisbare 
Doppelbindungen zu erkennen, sondern weil sie uns zugleich 
geeignet erschien, auBer iiber die Zahl der im Hormonmolekiil 
vorhandenen Doppelbindungen auch iiber deren Lage zueinander 
weitere Anhaltspunkte zu vermitteln: So forderte z. B. die arbeits- 
hypothetische Formulierung (I—II) im Wert der Molrefraktion 
neben den Inkrementen fiir vier Doppelbindungen noch eine (durch 
die Konjugation einer Doppelbindung zum Benzolring hervor- 
gerufene) Exaltation, fiir eine Formel mit drei — wahrscheinlich 
aromatischen') — Doppelbindungen sollte hingegen ein vergleichs- 
weise kleinerer Wert fiir die Molrefraktion erwartet werden. 

Das Studium des spektrochemischen Verhaltens einiger Hormon- 
derivate hat uns in der Tat wertvolle Aufschliisse vermittelt. Wir 
haitten im Sommer 1932 diese Messungen mit den damals ver- 
fiigbaren Substanzmengen nicht mit so groBer Sicherheit durch- 
fiihren kénnen, wenn nicht Herr Geheimrat von Auwers die 
groBe Liebenswiirdigkeit gehabt hatte, den einen von uns (W.,) 
bei der Ausfiihrung der Messungen anzuleiten und uns mit Rat 
und Hilfe zur Seite zu stehen. Wir danken Herrn Geheimrat 
von Auwers auch an dieser Stelle ergebenst. — Wegen der 
hohen Schmelzpunkte der Substanzen, z. T. auch wegen der ge- 
ringen verfiigbaren Mengen muBten die Bestimmungen der Mol- 
refraktion in Lésung vorgenommen werden. Da der spektro- 
chemische Einflu8 eines Lésungsmittels auf den gelésten Stoff 
nicht vorauszusagen ist, muB die Eignung eines Liésungsmittels 
fiir spektrochemische Untersuchungen fiir jeden Verbindungstypus 


1) Diese Z. 208, 162 (1932). 
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durch vergleichende Messungsreihen an analog gebauten Stoffen 
Durch 


im homogenen und gelésten Zustand gepriift werden.’) 


Arbeiten von K. von Auwers?”) ist gezeigt worden, da8 vor allem 
das von Krollpfeiffer*) in die Spektrochemie eingefiihrte Chinolin 
bei der Untersuchung vieler aromatischer und aliphatischer Stoff- 
klassen als Lésungsmittel gute Dienste leistet. Wir haben uns 


Tabelle 1. 


Spezifische Exaltationen der Molrefraktion. 
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Substanz 


naphthalin 
6-Tetralon 


Pregnandiol- 
diacetat 


Follikelhormon- 
hydrat 


Hormonhydrat- 
triacetat 


Hormon-acetat 


Hormonhydrat- 
methyliather 


Desoxo-hormon 


Hexahydro- 
hormonhydrat 
Hexahydro- 


desoxy- 
hormonhy drat- 





diacetat 



































9/ é E (2, 
Forme! Zustand 0 et? }ES,| E2,‘) ae 
Gehalt ‘ 
a. homogen | 100 19,6 |+1,08 | +1,16 5] +45 
in Chinolin | 20,004] 19,7]/+1,15]+1,24 | +47 
C80; I"; homogen | 100 24,21+0,13|+0,14*%) |] +13 
in Chinolin | 18,777] 21,9 |+0,06 |+0,08*)| +17 
C,,H,O70% | in Chinolin| 9,618] 18,4]—0,14]-0,17 | — 
C,,H,,0' = ” ” 10,803 22,8 — 0,02 — 0,06 *) + 2 
. " 10,351 | 22,1 |—0,09 |—0,02*) | + 5 
GC.O0F0; r,t, - 18,374 | 22,0 | +0,03 | +0,06*) | +16 
i ‘ 12,902 | 22,1 | +0,04 | + 0,08*) | +18 
a " 9,989] 18,6]+0,09}+0,11 | +16 
“ 15,265] 19,2 ]—0,07|—0,09 | +13 
GOO; £1 23,083 | 18,5]+0,08}+0,09 | +13 
is ms 22,672] 18,6 }+0,03]/+0,04 | +17 ) 
ee) a ae 6,882 | 22,1]—0,41 |—0,39*) | +13 
a. vi 7,266 | 19,1 ]—0,49 |—0,44*) | +17 
C,.H,,0' Ts m i 7,649 | 18,9 | +0,22 | + 0,33*) | +38 
C,.H,,0%, e 6,784] 19,5/—0,25]—0,27 | +13 
C,.H,,0$ 07 | ,, 17,476] 19,4/—0,13]—0,12 | —11 
e 18,371] 19,6 |—0,24]—0,24 | +10 
. 16,880] 19,4]—0,11]—0,10 | +16 
_ 16,600] 19,6|—0,20]—0,19 | +14 
'!) y. Auwers, Ber. chem. Ges. 44, 3539 (1911); Krollpfeiffer, Liebigs 


Ann. 430, 164 (1923). 
*) Liebigs Ann. 430, 230 (1923); Nachr. Ges. Wiss. Gottingen, Math.- 
physik. K1., III, Nr. 9, 104 (1981). 
*) Liebigs Ann. 430, 164 (1923). 
*) Die mit einem *) versehenen Werte sind mit He-Licht bestimmt 
worden; vgl. dazu B. 49, 827 (1916); Ber. chem. Ges. 56, 1681 (1923). 
’) Vgl. v. Auwers, Ber. chem. Ges. 46, 2988 (1913). 
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ebenfalls dieses Lésungsmittels bedient, nachdem wir (in Erginzung 
der vorliegenden Arbeiten von K. von Auwers) seine Brauchbar- 
keit fiir unsere Zwecke durch die vergleichende Untersuchung 
einiger Stoffe geprift haben, in deren Molekil Gruppierungen 
vorliegen, die den im Follikelhormon vermuteten in spektro- 
chemischer Hinsicht vergleichbar schienen. Wir fassen unsere 
wichtigsten Messungsergebnisse in Tab. I, 8. 153 zusammen. 

Unter Nr. 1—3 der Tab. I sind Vergleichssubstanzen angefiihrt; man 
sieht, daB die spezifischen Exaltationen des 4,-Dihydronaphthalins und 

-Tetralons in homogenem und geléstem Zustand gut iibereinstimmen, 
und daB das Pregnandiol-diacetat') in Liésung innerhalb der Fehler- 
grenze optisch normales Verhalten zeigt, wie es von einem véllig gesiittigten 
Vierringsystem zu erwarten ist. — Unter Nr. 4—10 finden sich die spezi- 
fischen Exaltationen der Hormonderivate; die Molrefraktion des Follikel- 
hormons selbst konnte nicht bestimmt werden, weil, wie oben erwihnt, aus 
seiner Lésung in Chinolin in kurzer Zeit die schwer lésliche Molekiil- 
verbindung ausfallt, die auf diese Weise entdeckt wurde. Die Uberein- 
stimmung der Exaltationen ist im allgemeinen gut; daB einige 
Werte (Nr. 7 u. 8) etwas abweichen, mag auf die hier vorliegende niedrige 
Konzentration der Lésungen zuriickzufiihren sein, da8 von den Dispersions- 
werten der eine oder der andere (Nr. 8 u. 10a) sich stirker von den iibrigen 
unterscheidet, liegt daran, daB die $-Linie der Wasserstoffréhre manchmal 
nur schwer erkennbar ist. Die geringen, in der Fehlergrenze liegenden 
Depressionen der Molrefraktionen bei den gesiittigten Hexahydroderivaten 
(Nr. 9 u. 10a—d) entsprechen denen, die beim Pregnandiol-diacetat (Nr. 3) 
und beim Cholesterin und anderen Gliedern der Cholesterinreihe beobachtet 
wurden, sofern sie nicht mehr als eine Doppelbindung im Ringsystem ent- 
halten.®) 

Die Auswertung der Ergebnisse zeigt das Vorliegen von 
nur dreiDoppelbindungenim Molekiil des Follikelhormons 
(und des Follikelhormonhydrats) an, die entweder iso- 
liert voneinander liegen oder in einem Benzolring ,,op- 
tisch neutralisiert“ vereinigt sind. Die Méglichkeit, daB eine 
vierte Doppelbindung vorhanden ist, die sich dem chemischen 
Nachweis entzogen hat, erscheint auf Grund der vorliegenden 
Messungsergebnisse ausgeschlossen; véllig unvereinbar mit den 
Daten der Molrefraktion ist vor allem aber die Formulierung 
(I—I1), denn eine Gruppierung, die eine enolische Doppelbindung 
in Konjugation zu einem Benzolring enthilt, miiBte itiber die um 
das Inkrement einer vierten Doppelbindung vergréBerte Molrefraktion 
hinaus noch eine Exaltation aufweisen, wie sie z. B. vom 4,-Di- 





1) Ber. chem. Ges. 63, 659 (1930); 64, 2529 (1931). 
*) vy. Auwers, Nachr. Ges. Wiss. Gottingen, Math.-physik. KI]. III, Nr. 9, 


104 (1931). 








p—) an ent —" —— 








Beitriige zur Konstitutionsermittlung des Follikelhormons. II. 155 


hydronaphthalin (Nr. 1) gezeigt wird. — In vélliger Ubereinstimmung 
mit den Erwartungen zeigt das optisch normale Verhalten der 
untersuchten Hexahydroderivate, daB (nach Absittigung der 
3 Doppelbindungen) in ihrem Molekiil keine weitere Doppelbindung 


mehr vorhanden ist. 


Uber den aromatischen Charakter des Follikelhormons. 


In den beschriebenen chemischen Erfahrungen und den Er- 
gebnissen der Molrefraktion liegt der sichere Beweis, da8B im 
Follikelhormon ein 3fach ungesittigtes Vierringsystem 
vorliegt. 

Uber diese SchluBfolgerung hinaus lassen sich noch sicher 
begriindete Aussagen iiber die Natur der 3 Doppelbindungen 
machen: Es ist nicht mehr zweifelhaft, daB sie in Gestalt eines 
aromatischen Kerns vorliegen, und daB die schwach saure 
Hydroxylgruppe, die ihre Aciditaét dieser ungesittigten Atom- 
sruppierung verdankt'), phenolischen Charakter besitzt. Das 
Vorhandensein eines Benzolringes war schon durch friihere Er- 
gebnisse wahrscheinlich gemacht'), das Vorliegen einer phenolischen 
Hydroxylgruppe sowohl von Marrian?) wie von Doisy*) ver- 
mutet worden; der Beweis fiir die Richtigkeit dieser Annahme 
liegt in folgenden Uberlegungen: 

1. Die im Follikelhormon vorliegenden Doppelbindungen 
zeigen, wie friiher*) ausfiihrlich geschildert wurde, im chemischen 
Verhalten den Charakter indifferenter aromatischer Doppel- 
bindungen; die phenolische Hydroxylgruppe gibt positive Farb- 
reaktionen mit Millons Reagens, diazotiertem p-Nitroanilin und 
konzentrierter Salpetersiure®), wie auch mit dem Reagens von 
Gerngross®), und ihr Methylither ist gegen verseifende Agenzien 
vollig stabil.’) 

2. Das von der ungesittigten Gruppierung im Follikelhormon 
hervorgerufene Absorptionsmaximum®) bei 280—285 my ist be- 
weisend fiir eine Konjugation von Doppelbindungen, es laBt sich 
gut mit dem Vorliegen eines phenolischen Kernes vereinbaren, 
da viele Phenole im gleichen Wellenbereich absorbieren. 


1) Diese Z. 208, 160—163 (1932).  *) Biochemie. J. 24, 1021 (1930). 
3) J. of biol. Chem. 91, 791 (1931). 4) Diese Z. 208, 161—162 (1932). 
*) Biochemic. J. 24, 1021 (1930). 

*) Schwenk u. Hildebrandt, Biochem. Z. 259, 240 (1933). 

) Diese Z. 208, 152 (1982). 8) Diese Z. 208, 162 (1932). 
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3. Das véllig normale spektrochemische Verhalten der 
3 Doppelbindungen, die nach ihrer Lichtabsorption in Kon- 
jugation stehen miissen, ist im Zusammenhang mit den iibrigen 
Befunden nur durch das Vorliegen eines Benzolringes zu deuten. 

Das Follikelhormon enthilt also einen Benzolring 
(mit einer Hydroxylgruppe) und drei hydrierte Ringe. 


Als wir im Juli 1932 diese véllig sicheren Ergebnisse be- 
kanntgaben'), haben wir darauf hingewiesen, daB eine Reihe von 
Befunden der Literatur nachgepriift werden miBten, die bis zu 
jenem Augenblick das Vorliegen eines 4fach ungesattigten Drei- 
ringsystems zu fordern schienen. Diese Nachpriifungen sind erfolgt, 
und es hat sich gezeigt, daB die entsprechenden Angaben oder 
Deutungen auf Irrtiimern beruhten: 

1. Das entscheidendste Argument gegen eine Vierringstruktur 
lag, wie oben ausgefiihrt, in der Deutung der krystallographischen 
Befunde von I. D. Bernal’); auf Grund spater erworbener Kennt- 
nisse iiber die Dimensionen einer Elementarzelle und iiber die 
optischen Eigenschaften der Sterine, Gallensiuren, sowie des 
Chrysens und seiner Hydroprodukte hat Bernal seine urspriing- 
liche Schlu8folgerung einer Revision unterzogen und sie dahin- 
gehend erweitert, daB der AnschluB eines vierten Ringes an das 
von ihm geforderte kondensierte Dreiringsystem mit der Raum- 
erfiillung des Hormonmolekiils vereinbar sei, und daB auch ein 
dem Chrysen entsprechender Bautypus dem Hormon zugrunde- 
liegen k6nne.*) 

2. Zwei experimentelle Griinde sprachen fir das Vorliegen 
einer aliphatischen Doppelbindung neben dem Benzolring. E.A.D oisy 
und Mitarbeiter‘) hatten gezeigt, da8 sich das Follikelhormon mit 
Brom—Jod titrieren laBt, und daB dabei 2 Atome Halogen an eine 
reaktionsfahige Doppelbindung addiert werden sollten. Es ist das 
Verdienst von Marrian und Haslewood®), gezeigt zu haben, dal 
die Deutung dieses experimentellen Befundes auf einem Irrtum 
beruhte: Das Reaktionsprodukt des Follikelhormons mit Halogen 





1) Vortrag British medical Association, 28. Juli 1932, London; Nature, 
13. August 1932. 

2) Chemistry and Industry 51, 259 (1932). 

8) Chemistry and Industry 52, 269 (1933). 

4) J. of biol Chem. 91, 791 (1931). 

5) Lancet, 6. August 1932; vgl. auch Doisy u. Mitarbeiter, J. of biol. 


Chem. 99, 327 (1933). 











Beitrige zur Konstitutionsermittlung des Follikelhormons. I]. 157 


ist kein Dihalogen-Anlagerungs-, sondern ein Monohalogen- 
Substitutionsprodukt. Dieses Ergebnis l4Bt nach unserer Auf- 
fassung zwar keinen SchluB zu iiber den Sattigungsgrad des Hor- 
mons?) [wiirde doch gerade die ,,Enolformel (I) ein solches Ver- 
halten des Hormons bei der Halogentitration fordern!], jedoch 
kann, nachdem der Sattigungsgrad des Follikelhormons durch die 
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geklart ist, der Eintritt eines 
Halogen- an Stelle eines Wasserstoffatoms ohne Schwierigkeit durch 
das Vorhandensein des reaktionsfihigen Phenolringes gedeutet 
werden und fordert nicht mehr das Vorliegen einer isolierten 
Doppelbindung. 

3. Schwieriger schien zunachst die Deutung der Entstehung 
eines alkaliunléslichen Dihydro-desoxo-hormons C,,H,,-OH, 
das Fraulein Dr. Stérmer’) bei der Clemmensenreduktion des 
Follikelhormons gefaBt zu haben glaubte, und das spiter von 
Marrian und Haslewood?*) als ,Iso-desoxo-hormon* [zum 
Unterschied von dem durch Reduktion des Hormons nach Wolf- 
Kishner zu gewinnenden normalen Desoxo-hormon’*)] an- 
gesprochen wurde. Sorgfaltige wiederholte Versuche zur Darstellung 
des Dihydro-desoxo-hormons, die ebenfalls von Fraulein Dr.Stérmer 
durchgefiihrt wurden, haben nun ergeben, daf auch bei der Re- 
duktion des Follikelhormons nach Clemmiensen das normale 
Desoxo-hormon C,,H,,-OH entsteht, das als solches und in 
Gestalt seines Methylaithers einwandfrei mit dem Reduktionsprodukt 
des Hormons nach Wolf-Kishner identifiziert werden konnte. 
In der scheinbaren Auffindung des Dihydro-desoxo-hormons liegt 
ein experimenteller Irrtum vor, der seinerzeit wohl durch die 
geringen verfiigbaren Substanzmengen verschuldet wurde; das 
Dihydro-desoxo-hormon (und das I[so-desoxo-hormon) 
sind aus der Literatur zu streichen und alle Untersuchungen, 
die von Marrian und Haslewood') und von J. F. Danielli®) 
an diesem Stoff durchgefiihrt wurden, gelten fiir das Desoxo- 
follikelhormon. 

4, Beim Ubergang des Hormonhydrats in das Follikelhormon 
findet ein erheblicher Abfall der Aciditit der Hydroxylgruppe 
statt; wir hatten diese auffallende Tatsache durch die Annahme 





1) Vgl. dazu Marrian u. Haslewood, Lancet, 6. August 1932. 
*) Diese Z. 208, 153 (1932). 5) Lancet, 6. August 1932. 
*) Diese Z. 208, 169 (1932). 

°) Lancet, 6. August 1932. 

*) Biochemic. J. 27, 311 (1933) 
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zu deuten versucht, daB die bei der Wasserabspaltung eliminierte 
Hydroxylgruppe des Hydrats in w- oder f-Stellung zur sauren 
Hydroxylgruppe steht und hatten auf die Méglichkeit hingewiesen, 
durch eine vergleichende quantitative Messung des Aciditatsgrades 
des Hormons und seines Hydrats Aussagen iiber die relative 
Stellung der funktionellen Gruppen im Hormonmolekiil machen 
zu kénnen. In Verfolgung dieses Zieles haben wir dieDissoziations- 
konstanten der beiden Stoffe durch Messungen ihrer Leitfihig- 
keiten in absolutem Methylalkohol bestimmt?) und ermittelten die 
Dissoziationskonstante fiir das Follikelhormon zu K = 0,44-107°, 
fir das Hydrat zu K = 0,77-107°, d.h. das Follikelhormon- 
hydrat ist etwa doppelt so sauer wie das Follikelhormon 
selbst. Aus diesen Zahlen hitten sich wahrscheinlich Schliisse 
ziehen lassen iiber die relative Lage der funktionellen Gruppen 
zueinander, wenn, wie urspriinglich angenommen, die Hydroxy]- 
gruppe sich nicht an einem Benzolring, sondern an einer ali- 
phatischen Doppelbindung befunden hiitte. Uber die Abhangigkeit 
des Acidititsgrades einer phenolischen Hydroxylgruppe von 
dem iibrigen Bau des Molekiils liegen unseres Wissens keine ver- 
wertbaren Erfahrungen vor, aus denen fiir den vorliegenden Fall 
noch irgendwelche Schliisse iiber die relative Stellung der funk- 
tionellen Gruppen zueinander zu ziehen wiiren. Die hier vorliegende 
weitgehende Beeinflussung des Aciditiitsgrades der phenolischen 
Hydroxylgruppe durch sehr entfernt*) stehende funktionelle Gruppen 
erscheint besonders bemerkenswert! 


Zusammenfassung. 


Es wurde der sichere Beweis gefiihrt, daB im Follikelhormon 
C,,H,,0, ein Benzolring (mit einer Hydroxylgruppe) und drei 
hydrierte Ringe vorhanden sind, daB also der gesittigte Grund- 
kohlenwasserstoff des Follikelhormons ein Vierringsystem der 
Zusammensetzung C,,H,, darstellt. Alle scheinbaren Widerspriiche 
zu dieser Auffassung sind geklirt worden. 





1) Durch liebenswiirdiges Entgegenkommen von Herrn Prof. Eucken 
konnten die Messungen an einer im Physikalisch-chemischen Institut zu 
Gottingen fiir besonders kleine Leitfihigkeitswerte vorhandenen Apparatur 
in Gemeinschaft mit Herrn Dr. Mannchen ausgefiihrt werden. Herr 
Prof. Eucken und Herrn Dr. Mannchen haben wir fiir ihre Beratung und 
Hilfe bei der Durchfiihrung dieser Messungen besonderen Dank zu sagen. 

*) Vgl. Adam und Mitarbeiter, Biochemic. J. 26, 1233 (1982) und die 
Konstitutionsformel des Follikelhormons, Ber. chem. Ges. 66, 601 (1933). 
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Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


: und der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin, insbesondere Herrn 


Prof. W. Schoeller haben wir fiir die Unterstiitzung unserer 
Arbeiten ergebenst zu danken. 


Beschreibung der Versuche.’) 


Molekiilverbindung Follikelhormon-Chinolin. 50 mg «-Follikel- 
hormon (Schmelzp. 254° unkorr.) wurden in 0,4ccm Chinolin unter 
Erwirmen auf dem Wasserbade gelést; die nach dem Abkiihlen 
ausgefallenen farblosen Krystalle wurden abfiltriert und 2 mal 
aus Chinolin umkrystallisiert. Die Stickstoffbestimmung bestitigt 
das Verhiltnis Hormon: Chinolin = 1:1. 


4,906 mg Subst. (tagelang im Vakuumexsiccator iiber H,SO,, dann 
10 Stunden bei 57°, 12 mm Hg iiber P,O, getr.): 0,156 cem N, (22°, 739 mm). 
CisH,.0, +C,H,N Ber. N 3,51 Gef. N 3,58. 


Die Molekiilverbindung zeigt keinen scharfen Schmelzpunkt: 
bei 170° wird sie gelblich und bis 200° zerfallt sie véllig; klare 
Verfliissigung ist jedoch erst bei 230° eingetreten. 


In heiBem Wasser ist die Anlagerungsverbindung giinzlich unléslich, 
mit verdiinnter wiBriger Salzsiure aber zersetzt sie sich rasch. Eine relativ 
geringe Bestindigkeit zeigt sich auch darin, daB sie beim Lésen in Alkohol 
in ihre Komponenten zerfallt und auf diese Weise nicht umzukrystallisieren 
ist. Die physiologische Auswertung zeigt die unverinderte 
Wirksamkeit des Hormons; eine Beeinflussung der Brunstreaktion durch 
die dem Organismus zugefiihrten duBerst geringen Chinolinmengen ist nicht 
zu erkennen. Da sich die Chinolin-Anlagerungsverbindung auch bei An- 
wendung noch rohen, gelb gefirbten Follikelhormons in véllig farblosen 
Krystallen abscheidet, die Verunreinigungen dagegen in der Mutterlauge 
zuriickbleiben, 14Bt sich das Hormon auf diese Weise leicht reinigen; durch 
direkte oder in itherischer Lésung erfolgende Zersetzung der Molekiil- 
verbindung mittels verdiinnter Salzsiiure kann man den Brunststoff zuriick- 
gewinnen und vom Chinolin befreien. Alle Versuche, Additionsverbindungen 
des Follikelhormons mit anderen, N-haltigen organischen Basen darzustellen, 
verliefen ergebnislos; weder Isochinolin, noch Chinaldin, Lepidin oder Pyridin 
geben eine solche. Ebensowenig wurde eine Anlagerung von Phenanthrolin 
und Acridin in alkoholischer Lésung festgestellt. 


Reinigung des Hormons iiber die Chinolinverbindung. 55 mg 
gelb gefarbtes Follikelhormon (Schmelzp. 236°) wurden in 0,4 ccm 
Chinolin unter Erwarmen auf dem Wasserbade gelést, die nach 
dem Abkihlen ausgefallenen Krystalle in wenig Alkohol auf- 


1) Eine ausfiihrliche Beschreibung der Versuche findet sich in den 
Dissertationen von Inge Stérmer und von Ulrich Westphal 


(Gottingen 1933). 
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genommen, mit 20—30 ccm Ather versetzt und 5mal mit 2p. 
wiBriger HCl ausgeschiittelt. Nach dem Waschen und Trockney 
fielen aus dem Ather schén ausgebildete, villig farblose Krystalle 
vom Schmelzp. 254,5--255° unkorr. aus. Aus der Atherischey 
Mutterlauge lieB sich nach Entfernung des Athers und einmaligen, 
Umkrystallisieren aus Alkohol ein weiteres, bei 252—252,5° unkorr, 
schmelzendes, fast farbloses Hormonkrystallisat gewinnen. 

Auch durch direktes Zersetzen der Molekiilverbindung it 
verdiinnter waBriger Salzsiure lat sich das Hormon, allerdings 
in unvollkommenerer Reinheit, regenerieren; die Chinolinverbindung 
eines gelb gefairbten Hormons vom Schmelzp. 248° wurde in 2p. 
HCl suspendiert und 3/, Stunde auf dem Wasserbade erwiirmt: 
das frei gewordene Hormon (Schmelzp. 252° unkorr.) wurde 
abfiltriert und zur vollstindigen Entfernung des Chinolins weitere 
15 Minuten mit verdiinnter HCl erwiirmt; die so gereinigte Sub- 
stanz schmolz nach einmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol 
(farblose Krystalle) bei 253,5—254° unkorr. 


Loslichkeitsbestimmung des Follikelhormons in Wasser. 50 mg 
Follikelhormon (Schmelzp. 256,5—257° unkorr.) wurden im Achat- 
morser fein gepulvert und mit 1 Liter Wasser 6 Tage lang bei 
18° geschiittelt. Die gesittigte wifrige Lésung lieB sich durch 
Filtrieren, selbst bei Verwendung gehirteter Filter, nicht von den 
suspendierten Hormon befreien; erst durch 3 maliges Zentrifugieren 
(je 15 Minuten lang bei 3000 Touren) und Abhebern der iiber- 
stehenden Fliissigkeit lieB sich eine klare Lésung erhalten. Vou 
dieser wurden 760 com 3 mal ausgeiithert, der Ather mit Na,SO, 
kurz getrocknet und abgedampft. Der Riickstand wurde in Chloro- 
form aufgenommen und auf 2ccm aufgefiillt. Die optische Drehung 
dieser Lésung in einem 1 dm langen Rohr betrug e = + 0,13°; 
das entspricht bei der spezifischen Drehung des Hormons, die zu 
[«], =+ 163° in Chloroform bestimmt war, einer Menge vou 
1,6 mg in 760 ccm Wasser oder 2,1 mg pro Liter = 0,00021°/,. 


Katalytische Hydrierung des Desoxo-hormons. Das Desoxo- 
hormon wurde durch Reduktion des Follikelhormons nach W oll- 
Kishner dargestellt.!) 140 mg eines bei 134° unkorr. schmelzen- 
den Priparates wurden unter den friiher*) beschriebenen Be- 
dingungen mit Platinoxydkatalysator hydriert. Nach hiufigem 
Ausschiitteln der atherischen Lisung des Hydrierungsproduktes 


1) Diese Z. 208, 169 (1932) und vorliegende Arbeit. 
2) Diese Z. 208, 171 (1982). 
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‘mit verdiinntem waiBrigem Alkali (zur Entfernung evtl. vorhandenen 
unveranderten Ausgangsstoffes) wurde es im Hochvakuum bei 50° 
destilliert. Als Vorlauf ging ein helles Ol iiber, das nicht zur 
Krystallisation zu bringen war. Die Hauptfraktion destillierte bei 
derselben Temperatur riickstandslos iiber und setzte sich im Re- 
tortenhals in Form farbloser Oltropfen ab, die bald krystallin 
erstarrten und bei 80—90° schmolzen. Auch durch _hiufiges 
Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol und verdiinntem Dioxan 
lie sich kein scharfer Schmelzpunkt erreichen, sondern die Sub- 
stanz erweichte bei 82—85° zu einer triiben Schmelze, die bei 
96° klar wurde. Nach langerem Erhitzen auf 95° und Wieder- 
abkiihlen war ein deutliches Ansteigen des Schmelzpunktes zu 
bemerken. Die Annahme, daB diese Erscheinungen durch Gehalt 
an Krystallwasser bedingt sind, wird bestatigt durch die Krystall- 
wasserbestimmung und die Tatsache, daB die bei 85—95° schmel- 
zende Substanz nach einmaliger Sublimation im Hochvakuum 
einen Schmelzpunkt von 110° unkorr. zeigt. 

5,108 mg Subst. (24 Stunden bei 20°, 12 mm Hg iiber P,O, getr.) er- 


RO 


litten bei 36 stiindigem Trocknen iiber P,O, zur Gewichtskonstanz (57°, 
12mm) eine Gewichtsabnahme von 0,298 mg. 
C,.H,,0 +H,O Ber. H,0 6,43  Gef. H,O 5,83. 

C-, H-Bestimmung der so getrockneten Substanz beweist die Zusammen- 
setzung eines Hexahydro-desoxo-follikelhormons: 

3,032 mg Subst.: 9,180 mg CO,, 3,165 mg H,0. 

C,.H,0 Ber. C 82,37 H 11,53  Gef. C 82,57 H 11,68. 

Die optische Drehung des krystallwasserhaltigen Hexahydro-desoxo- 
hormons betragt [a}p =— 2,8° in Alkohol. 

21,568 mg Subst., 3 Tage bei 20°, 12mm Hg iiber P.O, getr., in 2 eem 
absolutem Alkohol, 1 = 1 dm, « = — 0,03°. 

Hexahydro-desoxy-follikelhormon-hydrat. Die itherische Mutter- 
lauge des Hexahydro-Triols') wurde eingedampft und der Riick- 
stand einmal aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Das bei 
etwa 135° schmelzende Rohprodukt wurde darauf acetyliert, 
indem z. B. 100 mg 1 Stunde lang mit 5 ccm Essigsiiureanhydrid 
gekocht wurden; nach dem HingieSen in 40 ccm Wasser krystalli- 
sierte das Acetat bei 0° meist in filtrierbarer Form aus, anderen- 
falls wurde es ausgeithert. Das Rohprodukt (Schmelzp. 85—105°) 
wurde im Hochvakuum bei 55°, 0,005 mm Hg langsam sublimiert. 
Das schén krystallisierende Sublimat zeigte nach hiufigem Um- 
krystallisieren aus verdiinntem Alkohol, Methylalkohol, Dioxan 


1) Vgl. dazu Diese Z. 208, 171 (1932), ,,Hexahydrohormonhydrat“ und 
Anm. ') daselbst. 
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einen Schmelzpunkt von 79°, der nach nochmaligem Sublimieren 
im Hochvakuum und anschlieBender Umkrystallisation auf 84° 
unkorr. stieg. Die Analyse ergab eine Zusammensetzung C,,H,,0, = 
Diacetat von C,,H,,(OH),: 

4,890 mg Subst. (bei 35°, 12 mm Hg iiber P,O, getr.): 13,030 mg CO,, 


4,110 mg H,0O. 
C,H, ,0, Ber. C 72,87 H 9,46 Gef. C 72,67 H 9,41. 


Die optische Drehung betriigt [«]p = — 37,6° in Alkohol. 
13,840 mg Subst., in 2 ccm absolutem Alkohol, 1 = 1 dm, « = — 0,26°, 
Eine Molekulargewichtsbestimmung in Campher ergab 316, 331; ber. 362. 


Die Verseifung dieses Hexahydro-desoxy -follikelhormon- 
hydrat-Diacetates, die durch einstiindiges Kochen von 10 mg des- 
selben mit 3,5 ccm 20°/,iger methylalkoholischer Kalilauge er- 
reicht wurde, ergab das Diol, das nach dem Umkrystallisieren aus 
verdiinntem Alkohol bei 153° unkorr. schmilzt. Die Analyse lift 
sich nur unter der Annahme von Krystallwassergehalt auf C,,H,,0, 
deuten: 

4,130 mg Subst. (4Stunden bei 57°, 12mm Hg iiber P,O, getr.): 11,360mg 
CO,, 3,390 mg H,O. 

CisHg90,+ '/,H,O Ber. C 75,20 H 10,88  Gef. C 75,02 H 10,81. 


Bei intensiverer Trocknung ergeben sich Werte, die auf geringeren 
Wassergehalt schlieBen lassen: 

4,002 mg Subst. (15 Stunden bei 100°, 12 mm Hg iiber P.O, getr.): 
11,180 mg CO,, 3,910 mg H,0. 
C,,H,.0, +7/,H,O Ber. C 76,89 H 10,87 Gef. C 76,19 H 10,93. 

Die optische Drehung dieses Hexahydro-hormonhydrats betriigt [«]p 
= — 12,2° in Alkohol. 

19,721 mg Subst., in 2 ccm absolutem Alkohol, 1= 1dm, « = —0,12°. 

Iso - Hexahydro - desoxy -follikelhormon-hydrat. Bei der Hoch- 
vakuum-Sublimation des rohen Hexahydro-acetatgemisches (vgl. oben) 
hinterblieb in der Retorte ein bei 128° schmelzender Riickstand, 
der nach Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol einen kon- 
stanten Schmelzpunkt von 131° unkorr. zeigte: Diacetat des 
Iso-Hexahydro-desoxy-hormonhydrats. Der Mischschmelz- 
punkt mit dem Triacetat des Hexahydro-hormonhydrats (Schmelz- 
punkt 135° unkorr.) lag bei 102—104°. 

4,189 mg Subst.: 11,160 mg CO,, 3,480 mg H,0. 

C,,H;,0, Ber. C 72,87 H 9,46 Gef. C 72,66 H 9,30. 

Die Verseifung dieses Diacetates, die genau so wie bel 
seinem Isomeren durchgefihrt wurde, ergab ein Diol, das Iso- 
Hexahydro-desoxy-hormonhydrat, das nach dem Umkrystalli- 
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sieren aus verdiinntem Alkohol konstant bei 162° unkorr. schmolz. 
Die Zusammensetzung C,,H,,O, wird durch die Analyse sicher- 


gestellt: 

4,385 mg Subst. (16 Stunden bei 100°, 12 mm Hg iiber P,O, getr.): 
\2,470 mg CO,, 4,270 mg H,0. 

C13Hs0e Ber. C 77,63 H 10,87 Gef. C 77,54 H 10,89. 

Wasserabspaltung aus den beiden isomeren Hexahydro-desoxy- 
hormonhydraten. 60 mg reines Hexahydro-desoxy-hormon- 
hydrat') wurden im Achatmérser mit 1,7 g fein gepulvertem 
Kaliumbisulfat sehr innig vermischt. Nach Cienittine mit 
trockner Kohlenséiure wurde das Gemenge im Paraffinbad 2 Stunden 
lang auf 155° erhitzt, darauf im Hochvakuum eine Nacht bei 
130° belassen; nach Steigerung der Temperatur auf etwa 200° 
ging ein gelbes Ol ititber, das mit Alkohol herausgelést und mit 
einem UberschuB von Semicarbazidacetat versetzt wurde. Nach 
Einengen der Lésung auf etwa 2 ccm schied sich das Semicar- 
bazon in derben Krystallen ab, die nach 6 maligem Umkrystalli- 
sieren aus absolutem Alkohol konstant bei 262,5° unkorr. schmolzen. 
Die Ausbeute an reinem Semicarbazon betrug 25°/,, bezogen auf 
rohes Hexahydro-desoxy-hormonhydrat. Die Bestimmung von (, 
H und N zeigt, daB das Semicarbazon von C,,H,,O vorliegt: 

3,382 mg Subst. (6 Stunden bei 100°, 13mm Hg iiber P.O, getr.): 
8,920 mg CO,, 2,980 mg H,O. — 1,781 mg Subst.: 0,192 mg N, (20°, 772 mm). 

C,oH,,ON; Ber. C 71,87 H9,85 N 13,24 
Gef. ,, 71,938 ,, 9,86 ,, 12,78. 

Auch aus dem Iso-Hexahydro-desoxy-hormonhydrat 
wurde nach derselben Methode Wasser abgespalten. Das erhaltene 
Semicarbazon des Iso-Hexahydro-desoxy-follikelhor- 
mons ist betrachtlich schwerer léslich als sein Isomeres; der 
Schmelzpunkt lag nach 7 maligem Umkrystallisieren aus absolutem 
Alkohol konstant bei 278,5° unkorr. 

3,524 mg Subst. (10 Stunden bei 100°, 13 mm Hg iiber P,O, getr.): 
9,260 mg CO,, 3,110 mg H,0O. 

C,5H;,ON, Ber. C 71,87 H 9,85 Gef. C 71,66 H 9,88. 

Experimentelle Erganzungen zur Bestimmung der Molrefraktion. 
Die Konstanten des Chinolins wurden jeweils vor 2 Bestimmungen 
hei derselben Temperatur ermittelt, bei der der geléste Stoff unter- 


‘) Bei Verwendung des rohen Hexshydro-desoxy-hydrat-Gemisches, 
das aus der itherischen Mutterlauge des Hexahydro-Triols direkt zu ge- 
Winnen ist, und das bei 130—140° schmilzt, nimmt die Reaktion einen 


vollig gleichartigen Verlauf. 
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sucht wurde; evtl. vorhandene ‘l'emperaturdifferenzen von wenigen 
Zebntelgraden wurden umgerechnet. Wenn in der folgenden Zu- 
sammenstellung der Konstanten diese hier und da einen etwas 
unregelmaBigen Gang zeigen, so hat das seinen Grund darin, daf 
die Messungen zu verschiedenen Zeiten mit verschiedenen Proben 
des Lésungsmittels vorgenommen wurden. 


Konstanten des Chinolins. 














t d‘ nt Dy Dife LD, 
18,5 1,0956 1,61831 1,62683 1,64917 
21,9 1,0932 1,61677 1,62529 1,64759 
22,2 1,0935 1,61669 1,62526 1,64756 
22.7 1,0925 1,61611 1,62490 1,64709 
18,4 1,0950 1,61853 1,62690 1,64946 
18,7 1,0948 1,61826 1,62672 1,64921 
19,1 1,0945 1,61736 1,62583 1,64825 
19,3 1,0944 1,61772 1,62618 1,64859 
19,5 1,0941 1,61782 1,62628 1,64877 











Das Beobachtungsmaterial ist in Tab. I (8S. 166/167) zusammen- 
gestellt. 

Desoxo-hormon C,,H,,-OH aus Follikelhormon nach Woli- 
Kishner.') Nach den friiher gegebenen Angaben wurden 400 mg 
Hormonsemicarbazon (Schmelzp. 255°) mit Natriumathylat reduziert. 
Ks wurden 165 mg Desoxo-follikelhormon vom Schmelzp. 134° 
(unkorr.) erhalten. 

Das Desoxo-hormon ist auferordentlich schwer verbrennbar. 
Meist werden Analysenwerte erhalten, die im Kohlenstoffgehalt 
um etwa 0,6°/, und im Wasserstofigehalt noch um etwa 0,2°/, 
zu niedrig sind. Nur die sorgfaltigste Durchfiihrung der Analyse 
nach Mischen der Substanz mit CuO fiihrt zu brauchbaren Werten: 


3,222 mg Subst. (iiber P.O, bei 80° i. V. getr.): 9,960 mg CO, 
2,710 mg H,0O. 


C,,H,,0 Ber. 
Die optische Drehung in 96°/, igem reinem Alkohol: 5,65 mg, 
a = 0,25 baw. « = 0,303°. 
[@)]p =+ 89°5 [a] 5443 = + 107°. 


C 84,31 H 9,46 Gef. C 84,3 H 9,41. 


Methylather: Etwa 10mg Desoxo-hormon wurden in 5 ccm 
20°/, ig. Alkali suspendiert, mit 1 com Dimethylsulfat versetzt, wobei 


1) Diese Z. 208, 169 (1932). 
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sofortige Lésung des Desoxohormons erfolgte, und eine halbe Stunde 
auf dem Wasserbad zum Sieden erhitzt. Das aus alkalischer 
Lésung ausgefallene Reaktionsprodukt wurde in Ather auf- 
genommen, der Riickstand der itherischen Liésung krystallisierte 
nach dem Aufnehmen in Alkohol auf Zusatz von Wasser in 
glinzenden Nadeln, Schmelzp. 76,5° (Sinterung 75°). 


Die optische Drehung in Alkohol: 7,7 mg, « = 0,33° bzw, «=0,40°. 
[a]p = + 85°5 [o]sse3 = + 104°. 


Desoxo-hormon C,,H,,-OH aus Follikelhormon nach Clemmen- 
sen.) 100 mg Follikelhormon (Schmelzp. 257°) wurden in der 
angegebenen Weise in Hisessiglisung mit Zinkamalgam und Salz- 
siure reduziert. Ks wurden 35 mg Desoxo-hormon vom konstanten 
Schmelzp. 133—134° erhalten. Ein Mischschmelzpunkt mit dem 
nach W olf-Kishner dargestellten Produkt ergab keine Depression. 

Die optische Drehung in 96°, Alkohol: 5,35 mg, « = 0,42° bzw. 
a = 0,30°. 

[@]p = + 90°; [@}sre3 = + 112°. 

6,55 mg, a = 0,28° bzw. a = 0,85°. 

(@]p = + 86° [o]54e3 = + 107°. 

5,95 mg, a = 0,27° bzw. a = 0,33°. 

[@]p = + 91°, [O]}eag3 = + 111°. 


Methylather: Etwa 8—9 mg Desoxo-hormon wurden in der 
oben angegebenen Weise mit Dimethylsulfat und Alkali in der 
Hitze behandelt, und das nach gleicher Methode aufgearbeitete 
Reaktionsprodukt zeigte nach dem Umkrystallisieren aus ver- 
diinntem Alkohol den konstanten Schmelzp. 76,5° (Sinterung 75°). 
Die Mischschmelzprobe lag bei der gleichen Temperatur. 


Die optische Drehung in Alkohol: 6,4 mg, «=0,26° bzw. «=0,32°. 
[@], = + 81°; [},sg3 = + 100°. 


Bestimmung der Dissoziationskonstanten des Follikelhormons und 
seines Hydrats durch Leitfihigkeitsmessung. Die Leitfihigkeit 
wurde in absolutem Methylalkohol bestimmt, der nach der Vor- 
schrift von Bjerrum und Zechmeister’) gereinigt worden war. 
Da nach den vorliegenden chemischen Erfahrungen auBerordent- 
lich kleine Werte fir die Dissoziationskonstanten des Follikel- 
hormons und Hormonhydrates zu erwarten waren, muBte auf 
sorgfaltige Entfernung evtl. anhaftender kleinster Elektrolytmengen 


') Diese Z. 208, 170 (1932). 2) Ber. chem. Ges. 56, 894 (1923). 
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Tabelle 
Beobachtungs materia! 
Mol.- | %- t1 

Nr. Substanz Formel . 0 t° | dé’) 

Gew. | Gehalt F Ma 
1a | 4,-Dihydro-naphthalin Crore Fs 130,08 | 100 19,6 | 0,9970 1,57663| 
b 20,004 | 19,7 | 1,0734 | 1,60995 
2a 8-Tetralon CoH 1097 fs 146,08 | 100 24,2 | 1,0996 | 1.55263 | 
‘ 18,777 | 21,9 | 1,0946 | 1,60458 | 
3a] Pregnandiol-diacetat C,H, 05074 404,32} 9,618] 18,4 | 1,0939 | 1,60702 
4a Follikelhormon- C,,H,,0% F, | 288,19] 10,803 | 22,8 | 1,1075 | 1.61477 
b hydrat 10,351 | 22,1 | 1,1073 | 1,61591 | 
ba Hormonhydrat- O,,H,,050% F, | 414,24] 18,374 | 22,0 | 1,1086 | 1,60055 | 
b triacetat 12,902 | 22,1 | 1,1036 | 1,60593 
¢ 9,989 | 18,6 | 1,1035 | 1,60989 
d 15,265 | 19,2 | 1,1077 | 1,60447 
6a Hormon-acetat CyoH,,0 507 = | 312,19] 23,083 | 18,5] 1,1103 | 1,60384 
b 22,672 | 18,6 | 1,1098 | 1,60375 
Ta Hormonhydrat- C,oH.0,0% F, | 302,21] 6,882 | 22,1 | 1,0991 | 1,61302 
b methylither 7,266 | 19,1 | 1,1019 | 1,61470 
8a Desoxo-hormon C,,H,,0', F, | 256,19] 7,649] 18,9 | 1,0958 | 1,61492 
9a] Hexahydro-hormon- C,,H;,03 294,24] 6,784] 19,5] 1,0983 | 1,61290 

hydrat 

10a] Hexahydro-desoxy- | C,,H,,OSO{ | 362,28] 17,476] 19,4 | 1,0955 | 1,59685 
b hormonhydrat- 18,371 | 19,6 | 1,0953 | 1,59522 
¢ diacetat 16,880 | 19,4 | 1,0948 | 1,59749 
d 16,600 | 19,6 | 1,0946 | 1,59740 
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geachtet werden; die Substanzen wurden deshalb nach hiufigem 
Umkrystallisieren aus reinem Alkohol 2—8 mal eine Stunde lang 
mit mehrfach destilliertem Wasser bei 90° behandelt. 

Die Messungen (Tab. III) wurden an einer zu anderen Zwecken 
im hiesigen Physikalisch-chemischen Institut fir besonders kleine 
Leitfahigkeitswerte bereits ausprobierten Apparatur in Gemein- 
schaft mit Herrn Dr. Mannchen ausgefiihrt.2) Es wurde dabei 
stets von dem reinen Lisungsmittel durch allmahliches Hinzu- 
fiigen einer Stammlésung zu gréSeren Konzentrationen iiber- 
gegangen. Die Temperatur, die mittels eines elektrisch geheizten 





1) Die Dichten sind wie iiblich auf den luftleeren Raum reduziert 


worden. 
*) Wegen niherer Angaben iiber die Apparatur vgl. die demniichst in 


der Z. physik. Chem. erscheinende Arbeit von E. Mannchen. 
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II. 
der Molrefraktion. 
op | a, |—— — P* |eem, | EMp» | -M,) 
ber. | gef. | .ber. | gef.') | ber. | gef. w P 
—_———— | on _ : —_ ——— —— 
1,58334 | 1,60108 41,80 43,21] 42,11) 48,62 | 1,03/ 1,49 | +1,41] +1,51 | +45 
1,61812 | 1,63967 43,30 43,72 1,51 +1,50] +1,61 | +47 
1,55752*) | 1,56952] 42,30) 42,49] 42,59) 42,80*)| 0,95 | 1,07 | +0,19| +0,21*)| +13 
161472 | 1,68427] 111,68,111,11 112,15 111,47 1,67, — |—0,57]/-068 | — 
1,62299*) | 1,64409] 79,27) 79,20] 79,69 79,51*)| 1,43 | 1,46 | —0,07] —0,18*)] + 2 
1,62347*) | 1,64448 79,02 | 19,63*) 1,50 | —0,25] —0,06*)| + 5 
1,60822 *) | 1,62803 | 107,23 107,37 | 107,79/108,04*)] 1,90 | 2,20 | +0,14] +0,25*) | +16 
1,61318*) | 1,63374 107,41 108,12*) (2,24 | +0,18] +0,33*) | +18 
1,61778 | 1,63898 107,62 108,24 2,20 | +0,39]+0,45 | +16 
1,61210 | 1,63267 }106,92 107,41 ie —0,31] —0,38 | +13 
1,61120 | 1,63089] 85,55, 85,79] 86,02, 86,29 | 1,58) 1,78 | +0,24] +0,27 | +13 
1,61111 | 1,63089 85,63 86,16 1,85 +0,08] +0,14 | +17 
1,62130*) | 1,64277] 83,99) 82,74] 84,43 83,26*) 1,50 | 1,70 | — 1,25] —1,17%*) | +13 
1,62300*) | 1,64445 82,50 | 88,11*) (1,76 | —1,49] —1,82*) | +17 
1,62327*) | 1,64478] 76,23) 76,80] 76,65 77,50%) 1,41 1,95 +0,57} +0,85*) | +38 
1,62094 | 1,64245] 80,77; 80,03] 81,10) 80,30 | 1,15/ 1,30 | —0,74] —0,80 | +13 
1,60424 | 1,62346] 97,88) 97,42] 98,30 97,85 | 1,46) 1,30 | —0,46]—0,45 | —11 
1,60252 | 1,62195 | 97,02 | 97,42 | 1,60 | —0,86] —0,88 | +10 
1,60488 | 1,62463 | 97,49 97,93 (1,70 | —0,89] —0,37 | +16 
1,60480 | 1,62455 97,17 97,60 1,66 | —0,71| —0,70 | +14 
Wasserthermostaten konstant gehalten wurde, betrug 25°. Die 


Widerstandskapazitét des LeitfaihigkeitsgefiBes wurde empirisch 
zu 3,11-20-? cm—! ermittelt; die spezifische Leitfihigkeit des 
absoluten Methylalkohols betrug 1,045-10—7 2-!cm—1. Die Kigen- 
leitfahigkeit des Lésungsmittels wurde, wie es allgemein bei der 


Messung von Sauren iblich ist, nicht beriicksichtigt.?) 


Da 


es 


uns bei den Dissoziationskonstanten der beiden Stoffe weniger 
auf ihren sehr genauen Absolutwert, als vielmehr auf ihr Ver- 
haltnis zueinander ankam, bestimmten wir A, nicht direkt, 


1) Die mit einem *) versehenen Werte beziehen sich auf He-Licht; 
vgl. Anm. 4 auf S. 153. 
*) Vgl. dazu z. B. Murray-Rust u. Hartley, Proc. Royal Soc. 
London, A 126, 89 (1929). 
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sondern nahmen in Annaherung an Stoffe, deren Acidititsgrad 
den unseren vergleichbar erscheint, 4,, = 190 an.') Die Ergeb- 
nisse sind in der folgenden Tab. III zusammengestellt. 


Tabelle III. 


Dissoziationskonstanten. 








Konzentration ¢ 





Vergleichs- 
widerstand x in Mol Avy’ K 


in Ohm 


pro Liter 





Follikelhormon. Insgesamt angewandte Substanzmenge 225 mg, 
mittlere Dichte der Lésung 0,786. 


10000 1,145-1077 44,8-107° 0,256 0,81-107" 
1,580 114,9 0,137 0,60 
2,030 259,3 0,078 0,44 
2,540 389,4 0,065 0,46 
2,765 476,5 0,058 0,44 














Follikelhormonhydrat. Insgesamt angewandte Substanzmenge 240 mg, ) 
mittlere Dichte der Lésung 0,786. 














10000 1,500-10—7 38,4-10—° 0,392 1,63-107° 
1,869 109,7 0,170 0,88 ) 
2,782 271,2 0,108 0,80 | 
3,291 398,5 0,083 0,76 | 
3,752 494,6 0,075 0,77 ; 


1) Nach Thomas u. Marum, Z. physik. Chem. A 148, 200 (1929) 
und Landolt-Bérnstein, 5. Aufl, EI, 627, ergibt sich fiir A, in ab- 
solutem Methylalkohol bei: Pikrinsiure 191; m-Trinitro-kresol 189; 1,3,5-Di- 
nitro-Benzoesiure 192; Salicylsiure 198. 
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Untersuchungen iiber den Kreatin- und Kreatininstoffwechsel. 
I. Mitteilung. 
Zur Methodik der Kreatininbestimmung in Harn und Blut. 


Von 


H. Lieb und M. K. Zacherl. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Januar 1934.) 








Von den bisherigen Methoden zur Bestimmung von Kreatinin und 
Kreatin (Neubauer, Salkowski) hat sich diejenige von Folin') am 
besten bewiihrt. Es wurden seither auch alle derartigen Untersuchungen 
mit Hilfe dieser Methode durchgefiihrt. Sie beruht bekanntlich auf der 
Jafféschen Reaktion, wobei durch Zusatz von Pikrinsiiure und Natron- 
lauge zu einer Kreatininlésung Rotfirbung auftritt. Wéibrend urspriinglich 
Reduktionsvorgiinge als Ursache dieser Rotfirbung angenommen wurden, 
ergaben neuere Untersuchungen*), daB hierbei ein rot gefirbtes Konden- 
sationsprodukt zwischen Pikrinsiure und Kreatinin entsteht. Folin selbst 
hat seine urspriinglich als Makromethode susgearbeitete Bestimmung fiir 
Mikrozwecke*) umgearbeitet und dabei die zuerst als Standardlésung ver- 
wendete 0,5n-Kaliumbichromatlésung durch Standardlésungen von Kreatinin 
ersetzt, welches eingewogen und in 0,1 n-Salzsiure gelést wird. Zusatz 
von einigen Tropfen Toluol macht solche Lésungen fiir einige Wochen 
haltbar. Aber auch diese Methodik weist einige recht unangenehme Mingel 
auf. Vor allem ist es fiir das Auge schwer, geringe Unterschiede von gelb- 
roten Farbténen im Colorimeter zu erfassen, wodurch die Methode an 
Genauigkeit einbiBt. H. Mohler und F. Almasy‘) haben auf Grund des 
Vergleiches der Extinktionskurven ,,einer Kaliumbichromatlésung einerseits, 
anderseits von Natriumpikrat- und Pikraminsiiurelésungen“ den Vorschlag 
gemacht, beim colorimetrischen Vergleich ein Griinfilter vorzuschalten. Im 
Spektralbereich dieses Filters zeigen die beiden Kurven einen annihernd 
parallelen Verlauf, wihrend besonders im kiirzerwelligen Bereich die Ver- 
hiltnisse fiir die Colorimetrie viel ungiinstiger liegen. 

In jiingster Zeit hat B. Kassel5) Versuche mitgeteilt, die quantitative 
Bestimmung des Kreatinins auf Grund der Folinschen Angaben mit Hilfe 


') Diese Z. 41, 233 (1904). 
*) Winston Kennay Ansldw u. Harold King, J. chem. Soc. 1929, 
1210; W. Weise u. C. Tropp, Diese Z. 178, 125 (1928). 
J. of biol. Chem. 17, 469 (1914). ‘) Z. anal. Chem. 94, 17 (1933). 
J. of biol. Chem. 100, 58 (1933). 


*) 
‘) 
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des Pulfrichphotometers durchzufiihren. Auch hierbei ist durch die 
Auswahl eines geeigneten Filters die Méglichkeit gegeben, die Genauigkeit 
der Messungen zu erhéhen. Unseres Erachtens sind B. Kassel jedoch be; 
der Ausarbeitung ihrer Methodik Fehler unterlaufen. Sie gibt an, da 
das Beersche Gesetz in dem Bereich, in welchem Bestimmungen aus. 
gefiihrt werden kénnen, wohl scheinbar seine Giiltigkeit behilt, daB jedoch 
kleinere Abweichungen auf Grund der Tatsache, da8 die Filter nicht yoll. 
kommen monochromatisch sind, auftreten.“ Die Ursache fiir diese nach 
unseren Beobachtungen unrichtige Annahme ist in folgendem Satz aus der 
oben zitierten Mitteilung zu finden: ,,Stérende Farben, wie die von unreiner 
Pikrinsiure ... werden herausgefiltert.“ Unreine Pikrinsdure ist zur 
exakten Durchfiihrung derartiger Analysen iiberhaupt nicht brauchbar, 
worauf auch schon Benedict und Mitarbeiter’) hingewiesen haben. Js 
entstehen sonst schon allein beim Alkalischmachen einer solchen Lisung 
nach einigen Minuten rétliche Farbungen in schwankender Intensitit, die 
als additive Faktoren die endgiiltige Ablesung stark beeinflussen kénnen. 
Die Jaffésche Reaktion ist durchaus nicht als spezifisch fir Kreatiniy 
anzusehen. Vielmehr ist hierfiir nach den neuesten Literaturangaben (a. a. (),) 
die bewegliche Methylengruppe des Kreatinins verantwortlich zu machen, 
die natiirlich auch bei Anwesenheit anderer Kérper vorhanden sein und 
die Reaktion stérend beeinflussen kann. 

Verwendet man jedoch zur Analyse nur reine Pikrinsiure, 
so gehorchen die auftretenden Farbungen genau dem Beerschen 
Gesetz. Es ist daher méglich, mit Hilfe des einmal bestimmten 
Absorptionskoeffizienten auch ohne Anlegen einer Eichkurve genaue 
Bestimmungen. durchzufiihren. Der Reinheitsgrad der Pikrinsiure 
kann dadurch leicht definiert werden, dab 10 ccm einer gesittigten 
waBrigen Lésung auf Zusatz von 1 ccm 10°/, iger Natronlauge 
nach 10 Minuten bei Verwendung des Filters 853 keinerlei Ab- 
sorption aufweisen diirfen. Dieser Reinheitsgrad ist durch Un- 
krystallisieren aus Benzol und Trocknen im Vakuum leicht zu 
erreichen. Unsere Pikrinsiure zeigt bei den oben geschilderten 
Bedingungen erst nach Verlauf von 1'/, Stunden eine Absorption 


von 3°/, (D = 97°%,, 8 = 30 mm). 

Vor kurzem hat F. Biihler*) das Pulfrichphotometer fiir Kreatinin- 
bestimmungen im Harn verwendet, ohne jedoch allgemein anwendbare 
Vorschriften fiir solche Untersuchungen anzugeben. Der genannte Autor 
gibt lediglich an, seine Messungen mit Hilfe einer Eichkurve ausgefiihrt zu 
haben. Uber die GesetzmaBigkeiten der auftretenden Farbreaktion finden 
sich jedoch keinerlei Angaben. Demzufolge war es auch nach den Mit: 
teilungen dieses Verfassers nicht méglich, die Folinsche Methode ohne ein- 
gehendere Vorversuche auf die Arbeitsweise mit dem Pulfrichphotometer zu 


iibertragen. 2 
Wir haben daher versucht, eine allgemein giiltige Vorschritt 


auszuarbeiten. Zu diesem Zweck sind wir in der iiblichen Weise 





1) J. of biol. Chem. 82, 1 (1929). *) Z. exper. Med. 86, 638 (1933). 
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yorgegangen und haben zuerst mit Hilfe verschieden konzen- 
trierter Standardlésungen von Kreatinin eine Kurve der Extink- 
tionskoeffizienten ermittelt. Wiewohl das Maximum der Licht- 
absorption im violetten Teil des Spektrums liegt, haben wir uns 
dennoch entschlossen, das Filter S53 fiir unsere Messungen zu 
verwenden. Die ,,typische Farbkurve“ zeigt im violetten Bereich 
einen tiberaus steilen Anstieg, S 43 schien uns daher schon aus 
diesem Grunde weniger geeignet. Bei etwa 530 my flacht die 
Kurve einigermaBen ab, um dann im Bereiche gréfSerer Wellen- 
lingen abermals steil abzufallen. Bei der Wahl des Filters S53 
war auch der Umstand bestimmend, daB in diesem Wellenbereich 
Natriumpikrat noch keinerlei Absorption zeigt, gleichzeitig aber 
hier fiir Kreatininpikrat noch starke Absorption zu bemerken ist. 

B. Kassel gibt an der oben zitierten Stelle auch an, sie 
habe fiir geringere Kreatininkonzentrationen das Filter S 50 ver- 
wendet. Es ist damit zweifellos eine héhere Empfindlichkeit zu 
erreichen. Dieses Filter bringt aber den Nachteil mit sich, dab 
an dieser Stelle des Spektrums auch schon das Natriumpikrat 
an und fiir sich lichtabsorbierend wirkt und so eine die Genauig- 
keit wieder vermindernde Superposition der Farbungen auftritt. 
Die Menge des zugesetzten Natriumpikrats beeinfluBt dann als 
additiver Faktor das Analysenresultat. Es handelt sich auch 
hier, wie bei den meisten durch verschiedene Komponenten be- 
dingten Farbreaktionen, bei ihrer quantitativen Verwertung um 
die Wahl des geeignetsten Mittelweges. 

Die sich aus unseren Messungen ergebende Kurve der Extink- 
tionskoeffizienten zeigt véllig geradlinigen Verlauf. Dieser war 
auch ginzlich unabhingig von der verwendeten Schichtdicke. 
Messungen bei verdoppelter Schichtdicke zeigten tatsichlich auch 
verdoppelte Extinktion. Aus diesen Angaben folgt die Giltigkeit 
des Lambert-Beerschen Gesetzes. Diese trifft auch noch bei 
ganz geringen Konzentrationen zu, wie aus der nachstehenden 
Kurve zu ersehen ist. 

Das fiir unsere Messungen verwendete Kreatinin haben wir durch 
Bestimmung seines Stickstoffgehaltes (nach Dumas-Pregl) auf seine Rein- 
heit gepriift. 

Zur Ermittlung des Absorptionskoeffizienten verfuhren wir derart, dab 
jeweils 1 cem verschiedener Standardlésungen innerhalb des fiir Harn in 
Betracht kommenden Konzentrationsbereiches (etwa 0,45—1,2 g im Liter) mit 
20 cem einer kalt gesiittigten Pikrinsiurelésung versetzt wurde. Dieser 
Mischung wurden 1,5 cem 10°/,iger Natronlauge zugefiigt und nun 10 Minuten 


stehen gelassen. Hernach wurde mit destilliertem Wasser auf 100 cem auf- 
gefillt und diese Lésung im Pulfrichphotometer gegen Wasser als Ver- 
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gleichsfliissigkeit gemessen. Es ergab sich dabei fiir A der Wert 2,6 - 10-:: 
d. h., der mit dieser Zahl multiplizierte Extinktionskoeffizient ergibt die An. 
zahl Gramm Kreatinin in 1 ccm Lésung, 

In adhnlicher Weise wurde auch verfahren, um das Verhiltnis yoy 
Extinktion zu Konzentration fiir den bei Blutanalysen in Betracht kommen. 
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den Bereich (1—2 mg-°/,, bzw. 5—10 mg-°),) und die dabei einzuhaltenden 
Versuchsbedingungen festzulegen. 5ccm entsprechend konzentrierter Stan- 
dardlésungen wurden jeweils (zur Herstellung analoger Acidititsverhiltnisse: 
vgl. spiter) mit 1 eem n-Salzsiiure versetzt, dazu 10 cem gesittigter Pikrin- 
siurelésung und 1ccm 10°/,iger Natronlauge gefiigt. Nach 10 Minuten 
wurde auf 25 cem aufgefiillt und wieder gegen Wasser gemessen. Es er- 
gab sich hierbei fiir A der gleiche Wert wie oben. 

Dieser Befund deutete darauf hin, daB die Alkalitiitsver- 
haltnisse offenbar doch nicht die von Folin und anderen an- 
gegebene Rolle spielen. In dieser Richtung vorgenommene Versuche 
ergaben denn auch, daB z. B, die Menge der zugegebenen Lauge 
ohne weiteres auch verdoppelt werden kann, ohne daB dadurch 
eine Anderung der Farbintensitiit zustande kommt. Voraussetzung 
dafiir ist allerdings wieder eine véllig reine Pikrinsiure. Bei un- 
reinem Material sind die Farbungen von dem Grad der Alkalitit 
stark abhaingig. Diesem Umstand scheint auch die urspriingliche 
Meinung verschiedener Autoren zuzuschreiben zu sein, daB bei 
der Jafféschen Reaktion eine Reduktion der Pikrinsiiure zu 
Pikraminsiure und zu Diaminonitrophenol stattfindet, die ihrer- 
seits eben von dem Grad der Alkalitit abhingig wire. 

Auch die Abhiangigkeit von der Temperatur ist zumindest 
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ES nicht so groB, als sie von Birger’) angegeben wurde. Im Be- 


reich normaler Zimmertemperatur, also zwischen 15 und 25° sind 
die auftretenden Farbungen durchaus konstant, wie wir uns durch 
unsere Versuche iiberzeugen konnten. 

Nachdem nun durch diese Vorversuche die allgemeinen Ver- 
hiltnisse einer quantitativen Kreatininbestimmung festgelegt waren, 
gingen wir daran, deren Ausfihrbarkeit unter den besonderen, 
bei Harn und Blut gegebenen Umstiinden zu priifen. Die Er- 


f vebnisse dieser Untersuchungen sollen im folgenden dargelegt werden. 


Die Vorbereitung des Untersuchungsmaterials beschrankt sich 


: bei Harnuntersuchungen lediglich darauf, daB auf méglichste 


Klarheit geachtet werden mu. (Kinzelne pathologische Bestand- 
teile, wie Aceton, Acetessigsiiure, oder auch Schwefelwasserstoft, 


' sowie gréBere Mengen von EiweiB miissen vorher entfernt werden.) 
_ Triibungen werden am besten durch Zentrifugieren und Dekan- 
| tieren entfernt. Im Falle besonders hoher Kreatininkonzentrationen 
wird zwckmaBig im Verhaltnis 1:1 verdiinnt. Bei dieser, wie 
- auch bei den folgenden Verdiinnungen ist immer nur destilliertes 
| Wasser zu verwenden. Kalkhaltiges Wasser fiihrt bei alkalischer 
- Reaktion zu Triibungen, die die Lichtabsorption und damit das 
 Resultat empfindlich erhéhen. Dementsprechend darf auch nur 





_ wirklich klare Natronlauge und Pikrinsaiurelésung verwendet werden. 


Stérenden Kinflu8 der Eigenfarbe des Harns konnten wir nicht 
beobachten. Die hochgradige Verdiinnung lieB dies auch schon 
von vornherein als unwahrscheinlich erscheinen. Wie aus nach- 
folgender Aufstellung hervorgeht, konnten wir zugesetztes Kreatinin 
in Harn quantitativ wiederfinden. 











- Fehler 
mg/cem 


Gefunden 
mg pro cem 


Berechnet 
mg pro ccm 


Zusatz zu 
10ceem Harn 


Gehalt des Harns an 
Kreatinin in mg/eem 


0,773 g 234mg | 1,007 | 0,993 | —0,14 


Bei Blutuntersuchungen verfahren wir vorerst zur Ent- 
elweiBung nach der Vorschrift von Folin, jedoch in der Weise, 























_ daB das Blutfiltrat eine Verdiinnung im Verhiltnis 1:5 darstellt. 


‘ccm dieses Filtrates (entsprechend 1 ccm Oxalatblut) werden in 
einem MeB8kélbchen nach Zusatz von n-Salzsiure im Autoklaven 
erhitzt, um das Kreatin in Kreatinin umzuwandeln, und dann der 
Bestimmung des Gesamtkreatinins zugefihrt. 


') Abderhaldens Handb. d. biolog. Arbeitsmeth. Abt. IV, Teil 5, 
, S. 458, 





174 H. Lieb und M. K. Zacherl, 


E.Koplowitz') halt es auf Grund der Angaben von Hahn und 
Meyer?) fir richtig, die EnteiweiBung des Blutes vor der Kreatinin- 
bestimmung mittels Trichloressigsaure durchzufiihren. Demzufolge 
ist er gendtigt, vor dem Zusatz von Pikrinséure und Natronlange 
mit p-Nitrophenol als Indicator zu neutralisieren. Auch Molybdan. 
siure, Wolframmolybdanséure und Ferrum oxydatum dialysatum 
wurden als EnteiweiBungsmittel vorgeschlagen. Wright und 
Plass*) glauben, die Folinsche Fallungsmethode durch eine 
solche mit Trichloressigsiure in der Hitze und Zugabe von Alumi- 
niumhydroxyd ersetzen zu sollen. Wir sind dennoch bei der von 
Folin angegebenen Methode geblieben. Unsere Versuche zeigen, 
daB dabei zugesetztes Kreatinin quantitativ wiedergefunden wird. 














iw Gonaaeuaiin tae ; Zusatz in mg-°', | Gef. mg-*/, | Fehler mg-* 
1,10 0,47 1,50 — 0.07 
1,10 0,94 1,94 — 0.10 
2,09 2,26 7.29 — 0,06 
3,09 4,52 9,52 — 0,09 
2,13 0.47 3,72 + 0,12 











Dazu ist eigens zu bemerken, dal eine gemessene Menge einer Kreatinin- 
lésung von bekanntem Gehalt dem Blut, dessen urspriinglicher Kreatinin- 
gehalt bestimmt worden war, vor der EnteiweiBung zugefigt wurde. 
Unsere Ergebnisse erweisen somit nicht nur die Brauchbarkeit der stufen- 
photometrischen Bestimmungsmethode, sondern zeigen auch, daB bei der 
EnteiweiBung nach Folin Kreatin und Kreatinin vom Koagulum nicht 
zurickgehalten werden. 

Weiter empfiehlt E. Koplowitz (a. a. 0.) die Verwendung von nur 
3° ,iger Natronlauge mit der Begriindung, héherer Prozentgehalt fiihre haufig 
zur Auskrystallisation von Natriumpikrat, welches .,eine dunklere Farbung 
bedingt“. Wir konnten diese Erscheinung niemals bemerken, weshalb wir 
auch hier bei den Angaben von Folin verblieben. Auch die Genauigkeit der 
Messungen wird durch etwa zu tiefe Firbungen dabei nicht beeintrachtigt. 

Zusammenfassend laBt sich sagen, daB die Anwendung des 
Pulfrichphotometers fiir die Bestimmung des Kreatinins in Blut 
und Harn gegeniiber der Colorimetrie wesentliche Vorteile mi 
sich bringt. Es wird damit erstens die Notwendigkeit jeder 
Standardlisung beseitigt, deren Herstellung umstindlich ist. Li- 
ungen von Kreatinin, besonders solche geringer Konzentration 
sind nur beschrinkte Zeit haltbar. Vor allem aber ist mit Hilfe 
des Pulfrichphotometers gréBere Genauigkeit bei der Messung zu 
erzielen. Dies ist einerseits durch die Konstruktion des Apparates 


fF A] 


| Biochem Z. 211, 475 (1929). *, Z. Biol. 76, 20 (1922). 
J. of biol. Chem. 48, 127 (1922). 
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an sich, andererseits dadurch bedingt, daB man dabei nicht Farb- 
tiefen von orangeroten Lésungen zu vergleichen hat, die bekannt- 
lich im Colorimeter besondere Schwierigkeiten bieten. Vielmehr 
gestattet die Anwendung des Griinfilters vollste Ausniitzung der 
Empfindlichkeit des Auges. 


Reagentien. 

1. Kalt gesittigte Pikrinsdéurelésung. 1,2 g Pikrinsiure werden in 
100 cem destilliertem Wasser in der Hitze gelést und die Lésung abgekihlt. 
10 eem dieser Lésung diirfen nach Zusatz von 1 ccm 10°/,iger Natronlauge 
und Auffiillen auf 25 ccm im Bereich des Filters 853 mindestens durch 
15 Minuten keine Absorption zeigen. 

2. 10°/, ige Natronlauge. 

3. 10°/, ige Natriumwolframatlésung. 

4, */, n-Schwefelsiure: 35 g konzentrierte chemisch reine Schwefelsiure 
werden auf 1 Liter verdiinnt und die Konzentration durch Titration gepriift. 

5. n-Salzsiure. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 
a) Kreatininbestimmung im Harn. 

Der von stérenden pathologischen Bestandteilen befreite Harn 
wird, sofern er getriibt ist, zentrifugiert und dekantiert. Davon 
wird mit einer Prazisionspipette 1 cem abgemessen und in einen 
100 cem-MeBkolben gebracht. Dazu werden 20 ccm kalt gesittigter 
Pikrinsiurelésung gefiigt. Sodann la8t man aus einer Biirette 
1.5 cem 10°/,ige Natronlauge zuflieBen, schiittelt gut um und 
liBt 10 Minuten stehen. Nach Ablauf dieser Zeit wird mit destil- 
liertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt und abermals gut durch- 
vemischt. Diese Lisung gelangt im Pulfrichphotometer zur Messung. 
Die Schichtdicke wird so gewahlt, daB die Ablesung womédglich 
einen zwischen 20 und 50°/, liegenden Wert fiir D ergibt. In 
der Regel wird die Kiivette von 10 mm Schichtdicke die geeig- 
netste sein. Innerhalb 5 Minuten wird abgelesen; man hat dabei 
geniigend Zeit, mehrere Ablesungen vorzunehmen, deren Mittel- 
wert fiir die Messung maBgebend ist. Es ist nicht zweckmabBig, 
linger zu warten, da der Trommelwert spiter absinken kann. 
Als Vergleichsfliissigkeit dient klares Wasser. Als Filter wird S 53 
verwendet. Die Berechnung erfolgt nach der Gleichung: 

e=éeXAX10°= 2,6 «. 
c=mg Kreatinin pro ccm Harn; ¢ = Extinktionskoeffizient; 
A = Absorptionskoeffizient = 2,6 x 107°. 

Der Einfachheit halber fiihren wir nachstehend eine Tabelle 
an, aus welcher in der Rubrik ¢, der der Ablesung D in Prozent 
entsprechende Wert fiir c direkt entnommen werden kann, sofern bei 


~ 
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der Bestimmung die oben angegebenen Verdiinnungsverhaltnisse cin. 
gehalten und Kiivetten von 10 mm Schichtdicke verwendet wurden. 

Beziiglich der Berechnung von ¢ aus der Trommelablesung 
miissen wir auf die einschlagige Literatur verweisen.?) 


b) Gesamtkreatininbestimmung im Blut. 

5 ccm Oxalatblut werden mit 10 ccm destilliertem Wasse: 
hiimolysiert. Dazu werden je 5 ccm 10°/,ige Natriumwolframat- 
lésung und */,n-Schwefelsdure gefiigt. Nachdem sich das aus- 
gefallene EiweiBkoagulat gebriunt hat (nach etwa 20 Minuten, 
wird zentrifugiert und filtriert. Schwefelséure und Natriumwolframat 
sollen die vorgeschriebene Konzentration haben. damit das Blut- 
filtrat nicht kongosauer reagiert. Von diesem Filtrat werden 
sodann 5 ccm (=1 ccm Oxalatblut) sorgfaltig mit der Pipette 
abgemessen und in ein 25 ccm-MefSkélbchen gebracht. Kann die 
weitere Verarbeitung und Messung nicht sogleich vorgenommen 
werden, so soll man durch Zusatz von ein paar Tropfen Toluo! 
konservieren. Zur Umwandlung des Kreatins in Kreatinin wird 
nun 1 ccm n-Salzsaéure zugefiigt und die Lésung durch 20 Minuten 
im Autoklaven auf"130° erhitzt. Nach Abkihlen wird sogleich 
die Bestimmung vorgenommen. Man iiberzeuge sich nochmals von 
der vélligen Klarheit des Filtrates, evtl. aufgetretene Triibungen 
entferne man durch Filtrieren. Man fiigt nun zu der Lésung 
10 ccm kalt gesattigter Pikrinsdurelésung und laBt aus einer 
Biirette 1 ccm 10°), ige Natronlauge zuflieBen. Nach Ablauf von 
10 Minuten wird auf 25 ccm aufgefillt und bei 20 oder 30 mm 
Schichtdicke im Photometer gemessen. Die endgiiltige Ablesung 
ergibt sich auch hier aus dem Mittelwert verschiedener. innerhall 
5 Minuten vorgenommener Ablesungen. Das Filter ist selbst- 
verstandlich auch hier $53. Als Grundlage der Berechnung dient 
hier die Gleichung: 

c=ex Ax 10° x 257) = 2,6 x 25 xe= 658 

c = mg Gesamtkreatinin in 100 ccm Blut: « = Extinktions- 
koeffizient: 4 = Absorptionskoeffizient = 2,6 x 1075. 

Aus der Tabelle sind unter cg bei Eimhaltung der hier ge- 
gebenen Verdiinnungsverhiltnisse und bei Verwendung von 30 mm 
Schichtdicke die der Ablesung D in Prozent entsprechenden W erte 
fir c direkt zu entnehmen. 





*) Z.B. C. Urbach, Stufenphotometrische Absorptionsbestimmungen 
in der medizinischen Chemie, Verlag E. Haim u. Co., Wien, Leipzig 1932. 

*) Diese letzte Zahl (25) ist durch das MaB der Verdiinnung gegeben. 
Es wird ja nicht auf 100 cem, sondern nur auf 25 ecm aufgefillt. 
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Untersuchungen iiber den Kreatin- und Kreatininstoffwechsel. 


Trommelablesewert, 
mg Kreatinin pro ccm Harn fiir Schichtdicke 10 mm, 
mg Kreatinin pro 100 cem Blut fiir Schichtdicke 30 mm. 


Aufstellung der den Trommelablesewerten entsprechenden Kreatininmengen 
bei Vorschaltung des Filters S 53. 





nee name 





CR 
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DIy 

CH 

CB 
DI, CH 
10 2,600 
10,1 2,589 
10,2 2,578 
10,3 2,567 
10,4 2,556 
10,5 2,545 
10,6 2,535 
10,7 2,524 
10,8 2,514 
10,9 2,503 
11 2,493 
11,1 2,482 
11,2 2,471 
11,3 2,461 
11,4 2,452 
11,5 2,441 
11,6 2,431 
11,7 2,422 
11,8 2,412 
11,9 2,403 
12 2,393 
12,1 2,384 
12,2 2,375 
12,3 2.366 
12,4 2,358 
12,5 2,348 
12,6 2,338 
12,7 2,329 
12,8 2,319 
12.9 2,309 
13 2,300 
13,1 2,295 
13,2 2,286 
13,8 2,277 
13,4 2,269 
13,5 2,260 
13,6 2,252 
13,7 2,243 
13,8 2,235 
13,9 2,228 
14 2,220 
14,1 2,218 
14,2 2,205 
14,3 2,197 
14,4 2,189 
14,5 2,181 





21,67 


21,58 
21,49 
21,40 
21,31 
21,22 
21,13 
21,04 
20,95 
20,86 
20,77 
20,69 
20,61 
20,53 
20,45 
20,37 
20,28 
20,20 
20,11 
20,02 
19,94 
19,86 
19,78 
19,70 
19,62 
19,54 
19,46 
19,38 
19,31 
19,24 
19,17 
19,10 
19,08 
18,96 
18,89 
18,82 
18,76 
18,70 
18,63 
18,56 
18,50 
18,43 
18,36 
18,30 
18,23 
18,17 




















CR 
18,11 
18,04 
17,98 
17,91 
17,85 
17,78 
17,72 
17,66 
17,60 
17,54 
17,48 
17,42 
17,36 
17,30 
17,24 
17,18 
17,12 
17,05 
16,99 
16,93 
16,87 
16,82 
16,77 
16,72 
16,67 
16,61 
16,56 
16,50 
16,45 
16,40 
16,34 
16,29 
16,23 
16,18 
16,138 
16,08 
16,03 
15,98 
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D*I, Cy Cp D °/, Cy Cp 

19,2 1,862 15,53 28,8 1,406 11,69 
19,3 1,856 15,48 29 1,398 11,63 
19,4 1,851 15,43 29,2 1,391 11,57 
19.5 1,846 15,38 29,4 1,383 11,45 
19,6 1,840 15,33 29,6 1,375 11,45 
19,7 1,835 15,28 29,8 1,367 11,39 
19,8 1,829 15,23 30 1,360 11,33 
19,9 1,823 15,18 30,2 1,352 11,27 
20 1,817 15,14 30,4 1,344 11,21 
20,2 1,805 15,04 30,6 1,336 11,15 
20,4 1,794 14,95 30,8 1,328 11,09 
20,6 1,783 14,86 31 1,322 11,08 
20,8 1,773 14,77 31,2 1,316 10,97 
21 1,762 14,68 31,4 1,308 10,91 
21,2 1,752 14,59 31,6 1,300 10,85 
21,4 1,741 14,50 31,8 1,293 10,79 
21,6 1,731 14,42 32 1,287 10,73 
21,8 1,720 14,33 32,2 1,280 10,67 
22 1,710 14,25 32,4 1,274 10,61 
22,2 1,700 14,16 32,6 1,266 10,55 
22,4 1,690 14,07 32,8 1,258 10,49 
22,6 1,679 13,99 33 1,253 10,43 
22,8 1,669 13,91 33,2 1,248 10,37 
23 1,660 13,83 33,4 1,240 10,31 
23,2 1,651 13,75 33,6 1,232 10,26 
23,4 1,640 13,67 33,8 1,225 10,21 
23,6 1,630 13,59 34 1,219 10,16 
23,8 1,621 13,51 34,2 1,211 10,10 
24 1,612 13,43 34,4 1,204 10,04 
24,2 1,603 13,35 34,6 1,197 9,98 
24,4 1,594 13,27 34,8 1,191 9,92 
24,6 1,584 13,19 35 1,185 9,87 
24,8 1,575 13,11 35,2 1,180 9,82 
29 1,566 13,03 35,4 1,178 9,77 
25,2 1,557 12,95 35,6 1,167 9,72 
25,4 1,548 12,88 35,8 1,160 9,67 
25,6 1,539 12,81 36 1,154 9,62 
25,8 1,530 12,74 36,2 1,147 9,57 
26 1,521 12,67 36,4 1,141 9,52 
26,2 1,512 12,59 36,6 1,134 9,46 
26,4 1,503 12,52 36,8 1,128 9,40 
26,6 1,495 12,45 37 1,123 9.35 
26,8 1,487 12,38 37,2 1,118 9,30 
27 1,478 12,31 37,4 1,111 9,25 
27,2 1,469 12,24 37,6 1,105 9,20 
27,4 16) 12,17 37,8 1,098 9.15 
27,6 453 12,10 38 1,092 9,10 
27,8 1,444 12,03 88,2 1,087 9,05 
‘ oes 11,96 38,4 1,082 9,00 
28,2 428 11,89 38,6 1,075 8,95 
28,4 1,422 11,82 88,8 1,069 8,90 
28,6 1,414 11,75 39 1,063 8,85 
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cases 
ied D°/o CH CR | D°'y CH CR 
1,69 39,2 1,057 8,80 | 59,5 0,586 4,88 
1,63 39,4 1,051 8,76 60 0,577 4,81 
1,57 39,6 1,045 8,71 61 0,559 4,66 
1,45 39,8 1,040 8,67 62 0,541 4,51 
4 40 1,035 8,63 63 0,523 4,35 
999 10,5 1,019 8,49 64 0,504 4,20 
41 1,006 8,36 65 0,486 4,05 
ve $1,5 0,993 8,25 66 0,469 3,91 
yal 12 0,980 8,14 67 0,452 3,77 
a 12,5 0,967 8,04 68 0,435 3,63 
109 43 0,954 7,94 69 0,419 3.49 
i 13,5 0,941 7,83 70 0,403 3,36 
14 0,928 1,73 71 0,387 3,22 
91 14,5 0,915 7,62 72 0,372 3.09 
89 15 0,902 7,51 73 0,356 2,96 
cc 15,5 0,889 7,41 74 0,340 2,83 
(3 16 0,876 7,30 15 0,325 2,70 
67 16,5 0,865 7,20 76 0,310 2,58 
1 17 0,853 7,11 77 0,296 2,47 
55 17.5 0,840 7,01 78 0,281 2,35 
Eo (8 0,829 6,91 79 0,269 2,24 
3 18,5 0,817 6,81 80 0,252 2,10 
19 0,806 6,72 81 0,239 1,98 
. 19,5 0,794 6,62 82 0,224 1,87 
7 10 0,782 6,52 83 0,211 1,76 
] 50,5 0,770 6,42 84 0,198 1,65 
6 1 0,759 6,33 85 0,185 1,54 
0 91,5 0,748 6,24 86 0,172 1,43 
4 2 0,738 6,15 87 0,159 1,33 
: 52,5 0,728 6,06 88 0,146 1,22 
: 58 0,718 5,98 89 0,133 1,11 
53,5 0,708 5,89 90 0,120 1,00 
, 14 0,697 5,81 91 0,107 0,89 
04,5 0,686 5,72 92 0,095 0,78 
. 05 0,676 5,63 93 0,083 0,68 
: 55,5 0,665 5,54 94 0,070 0,57 
56 0,655 5,46 95 0,057 0,47 
56,5 0,644 5,37 96 0,045 0,37 
57 0,634 5,28 97 0,034 0,27 
57,5 0,625 5,21 98 0,022 0,18 
58 0,616 5,13 99 0,010 0,08 
58,5 0,605 5,04 100 0,000 0,00 

19 0,595 4,96 
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Das Potential des gelben Oxydoreduktionspigmentes. 
R. Bierich int A. Lang. 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Krebsinstitut Hamburg-Eppendort.) 
(Der Schriftleiltung rugegangen am 5. Januar 1934.) 


Wir haben mit A. Rosenbohm in eimer vorlaufigen Mit- 
teilung ") iiber das Vorkommen eines reversiblen Redoxsystem: 

ugetiergeweben, sowie in menschlichen Karzinomen berichtet, 
Die Daz citings wurde kurz —— eben und zwei vorliufige 
Potentialwerte og ge Das grofe Interesse, das die reversibler, 
Redoxsysteme fir das Verstan aula des Ablaufes der biologischen 
Oxydationen beanspruchen, hat uns veranlaBt, das Potential dieses 
Systems genauer zu untersuchen. Von echten reversiblen Redox- 
systemen im Organismus hdherer Tiere sind bisher nur sehr 
wenige beschrieben worden: das - Hi omogentisinsaure-Benzo - 
chinonessigsaure*) und Adrenalin*), dessen primare Oxydations- 
stufe allerdings nur im stark sauren Gebiet eine gewisse Be- 
standigkeit hat. Die Reversibilitat des Systems Hamoglobin- 
Methamoglobi n erscheint nicht sichergestellt.*) Vom Cytochrom’ 
das auch ein reversibles System bi ilden dirfte, konnte bisher nur 
das Potential der Komponente C, aus pak isoliert, annahernd 
bestimmt werden.*) Die anderen bisher esc chriebenen System« 
sind entweder irreversibel wie die SH-Srstem sme *\, oder die Ascorbin- 
siure*), oder sie sind sogenannte ~gekoppelte Redoxsysteme* ° 
wie Milchsfure—Brenztraubensaure und Bernsteinséure—Fumarsaure. 


® 


Experimentelies. 


Zur Messung standen schwach essi igsaure Lésungen des gelben 
Oxydation spigmentes zor Verfiigung, deren Darstellung in der 
oben erwahnten vorlaufigen Mitteilung kurz beschrieben ist. Die 
Lisungen wurden mit Essigsiure, Acetat- oder Phosphatpuffern 


*) A. v. Szent-Gydérgyi*) hat das Potential des Cytochromsystems 
m Herzmuskel zu annihernd + 50 mV bestimmt. 
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auf ein bestimmtes p, gebracht. Die Bestimmung der (H’) er- 
folgte in den ersten vier Versuchen vor und nach der Titration 
mit der Chinhydronelektrode. Die Reduktion des Farbstoffes 
wurde im ersten Versuch mit Titantrichlorid vorgenommen. Wir 
gingen dann zu folgendem Verfahren iiber. Die durch Zusatz 
von Puffer, Siure oder Lauge auf ein bestimmtes p,, gebrachte 
Lésung des Farbstoffes wurde nach Zusatz einer geringen Menge 
von kolloidalem Palladium mit Wasserstoff vollstindig reduziert 
und das p,, an einer platinierten Pt-Elektrode gemessen. Dann 
wurde der H, durch N, verdringt. Der N, wurde so gereinigt, 
daB er durch eine Berckefeld-Filterkerze in eine 40 cm hohe 
Siule von alkalischer Hydrosulfitlisung gepreBt und so feinst 
zerteilt wurde, was eine sehr weitgehende Adsorption von O, be- 
wirkt. AnschlieBend wurde er durch alkalische Bleilésung ge- 
waschen. Die Titration wurde mit n/200-Kaliumferricyanid aus 
einer Mikrobiirette vorgenommen. Das Kaliumferricyanid wurde 
vor dem Versuch im Vakuum entliiftet. Der Verbrauch betrug 
0,3-—0,5 ccm, nur in den ersten vier Versuchen wesentlich weniger, 
das Volumen der Lésung 15—25 ccm. Die Messung des Potentials 
erfolgte an einer Goldelektrode, nachdem an Platinelektroden die 
gleichen Potentiale gemessen werden konnten; nur im positiven 
Potentialbereich waren die Potentiale an Goldelektroden bei geringer 
Beschwerung zu Anfang und Ende der Titration bestindiger. 





























: E, E, ; 
a Pu gefunden berechnet ae 
19 1,13 +110,4 +111,2 — 0,8 
10 1,49 + 95,3 + 90,4 + 4.9 
i1 2,97 + 5,8 + 5,0 + 0,8 
1 3,99 — 60,2 — 55,0 — 5,2 
4 4,06 ~ 70,8 — 58,4 — 12,4 
7 4,59 — 89,2 — 89,2 0 
2 5,39 ~ 137,83 —185,7 ne 
5 5,78 — 152,2 — 155,9 + 3,7 
8 6,37 — 187,0 ~184,5 — 25 
6 6,43 ~ 182,6 — 187,0 + 4,4 
3 7,21 —215,5 ~214,7 nn 
9 7,62 — 229,0 ~ 227,9 a 
12 8,69 — 259,0 —260,0 + 1,0 
14 9,46 — 279,5 — 284.0 + 4,5 
17 9,98 — 301,5 — 304,2 + 2,7 
15 10,11 —310,0 —310,0 0 
18 10,32 — 318,5 — 318,6 + 0,1 
13 10,84 — 338,5 — 342,8 + 4,3 
16 11,46 —377,0 —377,0 0 
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Als Bezugselektrode diente eine gesittigte Kalomelelektrode, 
die gegen die Standard-Acetatelektrode geeicht wurde. Das etwas 
verstarkte und verlangerte Ableitungsrohr wurde mit KCl-Agar 
gefiillt und direkt in das TitrationsgefaB eingesetzt. Im alkali- 
schen Gebiet zeigten die Potentiale manchmal einen Gang zu 
negativen Werten, von 0,1 bis zu 0,5 mV pro Minute. Dies deutet 
auf die Anwesenheit geringer Mengen irreversibel reduzierender 
Stoffe (Zucker?) hin, die bei der Reinigung des Pigments nicht 
immer vollstandig entfernt werden konnten. Die Titrationen wurden 
in diesen Fallen méglichst rasch beendet. Die Auswertung der 
Titrationskurven erfolgte graphisch. Man bringt die Kurve nach 
Drehung um 180° in der Ebene mit der Originalkurve zur Deckung 
und erhalt so ein iibersichtliches Bild itber Lage des Mittelpunktes 
und Symmetrie der Kurve. 


Ergebnisse. 

Die Titrationen ergaben die typischen S-férmigen Kurven, 
wobei das Indexpotential Z. = 14,6—14,7 mV bei 20° war, es 
liegt also ein Zweielektronensystem vor. Wir geben in der 
vorstehenden Tabelle die erhaltenen Normalpotentiale. £, ist be- 
zogen auf die Normalwasserstoffelektrode und 19,5°. 
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Der stark abweichende Wert fiir p,4,06 erklart sich aus 
der sehr geringen Menge an Farbstoff, die fiir die Titration zur 
Verfiigung stand (0,1 ccm n/200). Der EinfluB von reduzierenden 
Substanzen (vgl. oben) bzw. von O,-Spuren im Stickstoff, der zur 
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Durchmischung auch wihrend der Titration durchgeleitet wurde, 
macht sich dabei besonders stark geltend. Ejinige Titrationen, 
besonders die von pq 9,46—10,84 wurden mehrfach wiederholt, 
indem nach Beendigung der Titration erneut mit H, reduziert wurde. 
Die Abhingigkeit des Normalpotentials von p,, zeigt Fig. 1. 
Aus ihr ergibt sich fiir p, 7 fiir das gelbe Oxydationspigment 
ein Normalpotential von — 208 mV bei 20°, bezogen auf die 
Normalwasserstoffelektrode. Die durch die beiden Knicke in der 
Kurve angezeigten Dissoziationskonstanten der reduzierten und 
oxydierten Form des Ferments lassen sich aus ihr berechnen. 
Die allgemeine Elektronengleichung des Systems®) liBt sich fiir 
den yorliegenden Fall auf die Formel bringen 
(1) E, = Eo + Sal (kr + h) — ain (ko + h) + arin h, 
wobei das Verhiltnis Ox/Re = 1 gesetzt ist. 
Diese Formel gilt fiir den untersuchten Bereich von p, = 1,18 
his 11,46, wobei H =0,177 V, kr = 4,22-10—", ho = 6,52- 1071? ist. 
Zwei weitere Dissoziationskonstanten der reduzierten Stufe, 
die der Theorie nach vorhanden sein miissen, liegen auBerhalb 
des untersuchten Bereiches und sind kleiner als 1077”. 
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In Fig. 2 wurde der Verlauf der Kurve im Gebiet p,, 8,5 bis 
11,5 in einem gréBeren MaBstab aufgetragen. Der Verlauf gibt 
einen Hinweis darauf, da8 die Dissoziationskonstante ko aufzulésen 
ist in eine zweite Konstante der reduzierten Stufe Ar, und zwei 
der oxydierten Stufe ko, und ho,. 
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Der Ausdruck fir die Abhingigkeit des Normalpotentials 
vom p,, ware dann innerhalb des untersuchten Bereichs durch 


folgende Formel wiederzugeben: 


T 
Il E, = E+ banal (kr, kr, + kryh + h*) - HA In (ko, ko, + ko,h + h*®) + Fit h 


2F 
wobei F£, = + 0,177 Volt ko, = 1,53 - 107° 
kr, = 4,22 - 107° ko, = 2,15 - 107" 


kr, = 6,68 - 107"! 

Es muB jedoch darauf hingewiesen werden, daB sich der 
Potentialverlauf nach Formel IJ und der nach Formel I nur wenig 
unterscheidet, so daB eine sichere Wahl zwischen beiden auf 
diesem Wege nicht zu treffen war. Die in der Tabelle berech- 
neten £,-Werte wurden mit der Formel Il gewonnen. 

Wir haben auch das Potential des nicht durch Natronlauge 
denaturierten Pigmentes gemessen und fanden es im p,,-Bereich 
117—6,45 etwa 15 mV positiver als das oben beschriebenc 
chloroformlésliche Pigment. 
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Violacein aus Pyridin. Violacein aus Aceton. 





~ 
Acetylverbindung yom Violacein. 
loppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCX XIII. Tafel I. 


Zu ,,Fritz Wrede und Alexander Rothhaas, 
ber das Violacein, den violetten Farbstoff des Bacillus violaceus. I‘. (8. 113.) 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 





